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Referat: 
 
Die vorliegende Arbeit beschreibt zunächst die Verteilungsmuster verschiedener 
Formen von extrazellulärer Matrix in der gesunden Substantia nigra des 
menschlichen Gehirns. Dabei wurde dem Zusammenhang dieser Verteilungs-
muster mit dem Vorkommen Calbindin- und Substanz P- positiver Strukturen 
besondere Beachtung geschenkt. Nachfolgend wurden diese Organisations-
prinzipien an Parkinson- geschädigten Gehirnen überprüft, um mögliche Ver-
änderungen der extrazellulären Matrix beim Morbus Parkinson zu detektieren. 
Zusätzlich wird hier die Reaktion der Gliazellen beschrieben. Im Mittelpunkt der 
Untersuchungen stand die pars compacta der Substantia nigra, deren 
pigmentierte Neurone besonders stark von den neurodegenerativen Prozessen 
des Morbus Parkinson betroffen sind. 
Die Darstellung der Komponenten extrazellulärer Matrix erfolgte mit 
immunhistochemischen Methoden. Hierfür wurden verschiedene Antikörper 
genutzt, welche Link- Proteine, Kernproteine oder bestimmte Seitenketten von 
Chondroitinsulfat- Proteoglykanen detektieren. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen deutliche Unterschiede der regionalen Ver-
teilungsmuster extrazellulärer Matrix innerhalb der Substantia nigra. So war in der 
dorsalen Schicht der SNc ein höheres Vorkommen extrazellulärer Matrix 
festzustellen. Gleichzeitig gelten die Neurone dieser Region als weniger 
vulnerabel gegenüber den neurodegenerativen Prozessen der Parkinson´schen 
Erkrankung. Der ventrale Anteil der SNc weist insgesamt ein geringeres 
Vorkommen extrazellulärer Matrix auf, wobei die dopaminergen Neurone in 
diesem Bereich besonders stark von der Neurodegeneration betroffen sind. 
Gleichzeitig war hier eine heterogene Verteilung der extrazellulären Matrix zu 
verzeichnen, wobei ein Zusammenhang zwischen der Zellgröße und dem Melanin- 
Gehalt der pigmentierten Neurone mit der Verteilungsdichte der umgebenden 
extrazellulären Matrix festzustellen war. 
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Abkürzungsverzeichnis 
ACs   Axonal coats 
ai   anterointermedian 
al   anterolateral 
am   anteromedial 
CRTL-1  Cartilage link protein-1 
CSPG   Chondroitinsulfat- Proteoglykan 
DA   Dopamin 
DAB   3,3´ Diaminobenzidintetrahydrochlorid 
EZM   extrazelluläre Matrix 
FR   Fasciculus retroflexus 
GABA   γ- Aminobuttersäure 
GalNAc  N- Acetyl- D- Galaktosamin 
GAG   Glykosaminoglykan 
GFAP   gliales fibrilläres saures Protein 
GPe   Globus pallidus externus 
GPi   Globus pallidus internus 
GlcUA  D- Glukuronsäure 
HA   Hyaluronsäure 
HAG   humanes Aggrecan 
HLA   humane Leukozyten- Antigene 
H₂O₂      Wasserstoffperoxid 
IL   Interleukin 
MHC   major histocompatibility complex 
MTPT   1- Methyl- 4- phenyl-1,2,5,6- tetrahydropyridine 
N1- 5   Nigrosom 1- 5 
Ni   Nickel (Ammoniumnickelsulfat- 6- hydrat) 
PBS(-T)  Phosphat- gepufferte Salzlösung (mit Tween- Zusatz) 
PD   Parkinson´s disease 
PG   Proteoglykan 
PN   perineuronales Netz 
V 
pl   posterolateral 
pm   posteromedial 
ps   posterosuperior 
RN   Nucleus ruber 
RSA   Rinderserumalbumin 
SN   Substantia nigra 
SNc   Substantia nigra, pars compacta 
SNr   Substantia nigra, pars reticulata 
SNl   Substantia nigra, pars lateralis 
STh   Nucleus subthalamicus 
VTA   ventral tegmental area 
TBS   Tris- gepufferte Salzlösung 
TNF-α   Tumor- Nekrose- Faktor-α 
1B5   anti- ProteoglykanΔDi-0S (Klon:1B5) 
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1 Einleitung  
 
Die extrazelluläre Matrix stellt ein komplexes Gebilde aggregierender 
Makromoleküle dar und ist in verschiedenen Gewebetypen des Organismus 
vorhanden, unter anderem auch im zentralen Nervensystem. Je nach Gewebetyp 
unterscheidet sich die Zusammensetzung der extrazellulären Matrix. Die 
extrazelluläre Matrix des zentralen Nervensystems wird aus verschiedenen 
Proteoglykanen, Hyaluronsäure und Tenascin gebildet (Zimmermann und Dours- 
Zimmermann, 2008). Wichtige Funktionen übernimmt die extrazelluläre Matrix vor 
allem während der Entwicklung und Reifung des zentralen Nervensystems, indem 
sie unter anderem Prozesse wie die Zellmigration und das Axonenwachstum 
reguliert (Bandtlow und Zimmermann, 2000). Neben diesen potentiell Synapsen 
stabilisierenden und die Plastizität regulierenden Eigenschaften, gibt es zahlreiche 
Hinweise auf protektive Funktionen der extrazellulären Matrix. So scheint die 
extrazelluläre Matrix das lokale Ionengleichgewicht um Neurone zu beeinflussen. 
Des Weiteren schützt sie möglicherweise Neurone vor oxidativem Stress indem 
sie freie Eisenionen bindet (Morawski et al., 2004). Spezialisierte Formen der 
extrazellulären Matrix stellen die sogenannten perineuronalen Netze und Axonal 
coats dar. Während die perineuronalen Netze bestimmte Neurone zusammen mit 
Astrozytenfortsätzen umhüllen, umgeben die Axonal coats präterminale und 
synaptische Anteile von Axonen, die bestimmte Zielneurone kontaktieren 
(Brückner et al., 2008). Die perineuronalen Netze und ACs sind im zentralen 
Nervensystem heterogen verteilt. Bisher beschränkten sich die meisten Unter-
suchungen zu den Verteilungsprinzipien extrazellulärer Matrix im menschlichen 
Gehirn auf die kortikalen Hirnregionen. Im Zusammenhang mit neuro-
degenerativen Erkrankungen stand hier vor allem die Erforschung der Pathologie 
des Morbus Alzheimer im Vordergrund. Um aber Erkenntnisse über mögliche 
Ursachen und den Verlauf des Morbus Parkinson zu erhalten, ist es nötig diese 
Untersuchungen auf die Basalganglien, insbesondere die Substantia nigra, 
auszudehnen. Diese ist ein wichtiger Bestandteil des extrapyramidal- motorischen 
Systems und somit an der Kontrolle komplexer Bewegungen beteiligt. Um die 
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Verteilung der extrazellulären Matrix in der Substantia nigra beurteilen zu können, 
ist es zunächst nötig diese strukturell zu gliedern. Dies ist anhand der Verteilung 
der dopaminergen Neurone möglich. Eine weitere Möglichkeit zur strukturellen 
Einteilung der SN bietet die immunhistochemische Markierung von Calbindin D₂₈K, 
einem Kalzium- bindenden Protein, das in den striatonigralen afferenten Fasern 
vorzufinden ist. Im Verlauf des Morbus Parkinson kommt es zu einem selektiven 
Verlust der dopaminergen Neurone, sodass die Detektion von Calbindin einen von 
diesen neurodegenerativen Prozessen unabhängigen Parameter zur Einteilung 
der Substantia nigra darstellt (Damier et al., 1999). Die Ursachen für diesen 
selektiven Zelltod und die unterschiedliche Vulnerabilität einzelner 
Neuronenpopulationen sind noch ungeklärt. Möglicherweise besteht hier ein 
Zusammenhang mit der Verteilung der extrazellulären Matrix innerhalb der SN. In 
der vorliegenden Dissertation soll untersucht werden, wie die extrazelluläre Matrix 
in Form von perineuronalen Netzen und Axonal coats in der gesunden Substantia 
nigra verteilt ist und inwiefern sich diese Verteilung den strukturellen 
Organisationsprinzipien der SN zuordnen lässt. Des Weiteren soll beurteilt 
werden, ob es im Zuge der Parkinsonschen Erkrankung zu Veränderungen der 
extrazellulären Matrix kommt und welche möglichen Auswirkungen diese auf die 
betroffenen Neuronenpopulationen haben. Dies soll es ermöglichen Rückschlüsse 
auf die Funktion der extrazellulären Matrix bei neurodegenerativen Erkrankungen, 
wie dem Morbus Parkinson, ziehen zu können und somit mögliche Ursachen für 
die unterschiedliche Vulnerabilität bestimmter Neuronengruppen zu finden.  
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1.1 Extrazelluläre Matrix und perineuronale Netze 
1.1.1 Struktur und Aufbau der neuronalen extrazellulären 
Matrix 
 
Die extrazelluläre Matrix des zentralen Nervensystems setzt sich aus vier 
Substanzklassen zusammen: 1.) Proteoglykane, 2.) Hyaluronsäure, 3.) Link 
Proteine und 4.) Glykoproteine, z.B. Tenascine (Zimmermann und Dours-
Zimmermann, 2008). Bei den Proteoglykanen handelt es sich um Glykoproteine 
mit kovalent gebundenen sulfatierten Glykosaminoglykan- Ketten. Diese Glykos-
aminoglykan- Ketten (GAGs) sind lange, lineare Polymere, die aus ca. 20- 200 
sich wiederholenden Disacchariden aus D- Glukuronsäure (GlcUA) und N- Acetyl-
D- Galaktosamin (GalNAc) zusammengesetzt sind (Bandtlow und Zimmermann, 
2000; Deepa et al., 2006). Die Einteilung der GAGs erfolgt in Abhängigkeit dieser 
Disaccharidstruktur in Heparin-/ Heparansulfat-, Keratinsulfat- und Chondroitin-/ 
Dermatansulfat- Ketten (Bandtlow und Zimmermann, 2000). Die Chondroitin-
sulfat- Proteoglykane (CSPGs) können durch Sulfatierung modifiziert werden. 
Dabei kann es sich um einen Disulfat- Rest in Position 2 und 6 von GlcUA und 
GalNAc oder in Position 4 und 6 von GalNAc handeln. Möglich ist auch eine 
Mono-sulfatierung in Position 4 oder 6 von GalNAc (Sugahara et al., 2003; Galtrey 
und Fawcett, 2007). 
 
Eine große Gruppe der CSPGs bildet die Familie der Lecticane oder Hyalectane 
(Bandtlow und Zimmermann, 2000; Ruoshlati, 1996; Rauch, 2004; Galtrey und 
Fawcett, 2007). Dazu gehören Aggrecan (Doege et al., 1991), Versican 
(Zimmermann und Ruoshlati, 1989), Brevican (Yamada et al, 1994) und Neurocan 
(Rauch et al., 1992, Rauch et al., 2001). Als gemeinsames Strukturmerkmal 
besitzen die Kernproteine der Lecticane eine N- terminale Hyaluron-Bindungs-
stelle, einen in der Länge variierenden Mittelteil, an den die GAG- Ketten 
gebunden sind, sowie eine C- terminale Lectin- Bindungsstelle (Deepa et al., 
2006). 
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Ein Ligand der Lecticane ist die bereits erwähnte Hyaluronsäure (HA), ein GAG, 
welches nicht an ein Kernprotein gebunden ist (Bignami et al., 1993). Die Bindung 
zwischen HA und den Lecticanen wird durch Link Proteine stabilisiert. Dabei 
unterscheidet man vier Link Proteine, unter anderem das klassische „cartilage link 
protein 1“ (CRTL-1) (Neame und Barry, 1993), welche die Familie der HAPLNs 
(hyaluronan and proteoglycan binding link proteins) bilden (Spicer et al., 2003). 
 
Die vierte Substanzklasse, die an der Bildung der extrazellulären Matrix beteiligt 
ist, sind Glykoproteine, zu denen die Tenascine gehören. Auch hier werden vier 
Formen unterschieden: Tenascin- C, - R, - X und - W (- N) (Zimmermann und 
Dours- Zimmermann, 2008). Diese werden vom C- terminalen Teil der CSPGs 
gebunden (Yamaguchi, 2000) und sind in der Lage komplexe Makromoleküle zu 
bilden, indem sie die Hyaluron- Lectican- Verbindungen untereinander verknüpfen. 
Je nach Tenascin werden so bis zu drei (Tenascin- R) oder bis zu sechs 
(Tenascin- C) dieser Verknüpfungen geschaffen (Lundell et al., 2004). 
 
 
1.1.2 Reifung und Formen der extrazellularen Matrix- 
Perineuronale Netze und Axonal coats 
 
Je nach Entwicklungsstadium lassen sich verschiedene Formen der extra-
zellulären Matrix unterscheiden. So besteht um den Zeitpunkt der Geburt herum 
ein juveniler Matrix-Typ. Ab circa der zweiten postnatalen Woche erfolgt ein 
Umbau in der Zusammensetzung der Matrixkomponenten, woraus eine reife 
Matrixform resultiert. Dabei kommt es auch zu einer Verdichtung der 
extrazellulären Matrix (Zimmermann und Dours- Zimmermann, 2008; Rauch, 
2004). Eine hoch kondensierte Form stellen die perineuronalen Netze dar, die 
neben der relativ amorph organisierten extrazellulären Matrix, welche den 
Interzellularraum zwischen Neuronen und Gliazellen ausfüllt, existieren. Diese 
umgeben netzartig die Zellkörper und proximalen Dendriten (Celio und Blümcke, 
1994; Celio et al., 1998), sowie das Axon- Initialsegment (Brückner et al., 2006). 
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Erstmals beschrieben wurden sie 1893 von Camillo Golgi als „perizelluläre Netze“ 
(Golgi, 1893). Die perineuronalen Netze bestehen aus den zuvor beschriebenen 
CSPGs, Hyaluronsäure, Link Proteinen und Tenascin- R, wobei netzassoziierte 
Proteoglykane eine andere GAG- Disaccharid- Zusammensetzung haben als die 
der diffusen Matrix (Deepa et al., 2006). Netzassoziierte CSPGs können 
unterschiedlicher zellulärer Herkunft sein (Brückner et al., 1993; Celio und 
Blümcke, 1994; Celio et al., 1998). Einige werden von Gliazellen produziert und 
exprimiert, einige von Nervenzellen und andere von Glia- und Nervenzellen 
(Carulli et.al, 2006; Galtrey und Fawcett, 2007). So wird zum Beispiel Aggrecan 
von den netztragenden Neuronen selbst produziert, was durch das Vorhandensein 
intrazellulärer Aggrecan- und link-protein- immunreaktiver Einschlüsse, den 
sogenannten „Aggrecan- bodies“, in diesen Neuronen deutlich wird (Lander et al, 
1997; Matthews et al., 2002; Carulli et al., 2006; Brückner et al., 2008). Die enge 
Beziehung zu Gliazellen wird dadurch deutlich, dass netztragende Neurone von 
Astrozyten kontaktiert werden. Diese Kontakte umgeben das Neuron netzartig und 
stehen in enger topographischer Beziehung zu den CSPG- Netzen (Derouiche et 
al., 1996).  
Hyaluronsäure und Tenascin- R scheinen wichtige Komponenten zur Aufrecht-
erhaltung der perineuronalen Netze zu sein. So war in Versuchen an Ratten nach 
Verdau der Hyaluronsäure mit Hyaluronidase eine verminderte immunhisto-
chemische Darstellung der perineuronalen Netze zu verzeichnen (Köppe et al., 
1997b). Ebenso wurden bei Tenascin- R defizienten Mäusen eine verminderte 
Markierung und strukturelle Veränderungen der perineuronalen Netze festgestellt 
(Brückner et al., 2000). 
Eine weitere Form der extrazellulären Matrix stellen die sogenannten Axonal coats 
(ACs) dar. Hierbei handelt es sich ebenfalls um Aggrecan- basierte Matrix, welche 
die präterminalen und synaptischen Teile von Axonen umhüllen und Zellkörper 
und Dendriten der Zielneurone kontaktieren (Brückner et al., 2008). 
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1.1.3 Vorkommen und Verteilung von perineuronalen Netzen 
und Axonal coats 
 
Perineuronale Netze sind nur an bestimmten Neuronen vorhanden. Dazu gehören 
Neurone des zerebralen Kortex, sowie Neurone verschiedener subkortikaler 
Regionen, wie Hippocampus, Hirnstamm, Thalamus, Kleinhirn und des Rücken-
marks (Celio und Blümcke, 1994). Netztragende Neurone weisen Unterschiede 
bezüglich des Transmitter- Inhaltes und der Morphologie auf. So finden sich die 
meisten PNs des Kortex an nicht pyramidalen, GABAergen Interneuronen, aber 
auch bestimmten pyramidalen Neuronengruppen (Brückner et al., 1998; 
Zimmermann und Dours- Zimmermann, 2008). Häufig enthalten netztragende 
Neurone das Kalzium- bindende Protein Parvalbumin (Kosaka et al., 1992; 
Pantazopoulos, 2006) und exprimieren den spannungsabhängigen Kalium- Kanal 
Kv3.1 (Härtig et al., 1999). Elektrophysiologisch sind perineuronale Netze mit 
sogenannten „fast- spiking“- Neuronen assoziiert, die schnell hintereinander, kurz 
dauernde Aktionspotentiale aufbauen (Dityatev et al., 2007). Die Verteilungsdichte 
der PNs ist nicht homolog, sondern weist bestimmte Verteilungsmuster auf. Dies 
wird auch in den kortikalen Regionen deutlich. So wurden im Kortex von Ratten 
netztragende Neurone vor allem in den Schichten II- V identifiziert (Ramadan et 
al., 2002), wobei die Dichte der Netze vom untersuchten Gebiet abhängig ist. 
Unterschiede existieren auch hinsichtlich der Maschengröße der Netze. Netze mit 
relativ großen Maschen befinden sich vor allem in den subkortikalen Regionen 
(Brückner et al., 1993). 
In den Basalganglien des Menschen kommen PNs an den GABAergen 
Projektionsneuronen des externen und internen Globus pallidus, an GABAergen 
Interneuronen des Striatum und des Thalamus, sowie an nicht pigmentierten 
Neuronen der Substantia nigra pars lateralis und pars reticulata vor . Wohingegen 
cholinerge und glutamaterge Neurone von Striatum, Thalamus und Nucleus 
subthalamicus nicht von Netzen umgeben sind (Brückner et al., 2008). Auch die 
dopaminergen Neurone der Substantia nigra besitzen keine perineuronalen Netze. 
Zwar werden die netztragenden Neurone der Basalganglien auch von Matrix-
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umhüllten Axonen kontaktiert, besonders viele dieser präsynaptischen Axonal 
coats finden sich aber an Neuronen die kein Netz besitzen. Besonders deutlich 
wird dies in der Substantia nigra pars compacta, wo sich an den dopaminergen 
Neuronen ein sehr auffälliges Verteilungsmuster der ACs feststellen lässt 
(Brückner et al., 2008). 
 
 
1.1.4 Funktion der extrazellulären Matrix 
 
Der extrazellulären Matrix wird eine Vielzahl von Funktionen zugesprochen. Eine 
besondere Rolle spielt sie in der neuronalen Entwicklung und Reifung. Die CSPGs 
der extrazellulären Matrix sind in der Lage mit Wachstumsfaktoren und ver-
schiedenen Oberflächenmolekülen zu interagieren und nehmen so Einfluss auf 
Zelladhäsion und Zellwanderung (Bandtlow und Zimmermann, 2000; Oohira et al., 
2000). Außerdem sind sie an der Regulation des Axonenwachstums beteiligt 
(Oakley und Tosney, 1991) und spielen eine wichtige Rolle in der Kontrolle der 
Plastizität (Rhodes und Fawcett, 2004; Galtrey und Fawcett, 2007; Dityatev und 
Schachner, 2003). Gerade die Bildung perineuronaler Netze wird mit einer 
Stabilisierung synaptischer Kontakte und einer Eingrenzung der synaptischen 
Plastizität in Verbindung gebracht (Hockfield et al., 1990; Galtrey und Fawcett, 
2007). Neben diesen größtenteils Barrierefunktionen werden den PNs auch 
protektive Funktionen zugesprochen. Sie scheinen als Puffersystem um 
bestimmte Neurone das lokale Ionengleichgewicht zu beeinflussen (Brückner et 
al., 1993; Härtig et al., 1999) und sind möglicherweise auch in der Lage Neurone 
vor oxidativem Stress zu schützen (Morawski et al., 2004). Auch im Zuge 
neurodegenerativer Erkrankungen, wie zum Beispiel dem Morbus Alzheimer, wird 
eine protektive Wirkung der PNs diskutiert (Brückner et al., 1999).  
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1.2  Substantia nigra 
1.2.1 Topographie und Funktion 
 
Die Substantia nigra wurde erstmals 1786 von Vicq d´ Azyr beschrieben (Vic 
d´ Azyr, 1786) und liegt im ventralen Tegmentum des Mesencephalon zwischen 
den Pedunculi cerebri und dem Nucleus ruber.  
Sie lässt sich in eine zellreiche pars compacta und eine zellarme pars reticulata 
einteilen (Braak et al., 1986). Bei den Neuronen der pars compacta handelt es 
sich um mittelgroße bis große Neurone, die dicht gepackte Granula mit 
Neuromelanin beinhalten (Braak et al., 1986). Dieses Pigment ist eng assoziiert 
mit der Dopaminsynthese innerhalb der Substantia nigra und entsteht entweder 
durch Autooxidation von Dopaminderivaten oder per Tyrosinhydroxylase enzyma-
tisch vermittelte Oxidation von Dopamin (Zecca et al, 2001). Die pigmentierten 
Zellen ziehen zum Teil säulenartig bis in die pars reticulata (Smith und Kieval, 
2000).  
Die Substantia nigra bildet eine wichtige Komponente der Basalganglien. Dazu 
zählen außerdem der Nucleus caudatus und das Putamen, die zusammen das 
Corpus striatum bilden, der externe und interne Globus pallidus (bilden mit dem 
Putamen den Nucleus lentiformis), sowie der Nucleus subthalamicus (Herrero et 
al, 2002). Innerhalb des komplexen, extrapyramidal- motorischen Systems 
nehmen die Basalganglien eine wichtige Position ein (Abbildung 1A). Sie dienen 
der Kontrolle komplexer, vorwiegend langsamer und gleichmäßiger Bewegungs-
abläufe (Hick, 2002). Die GABAergen Projektionsneurone des dorsalen Striatum 
erhalten Afferenzen vom zerebralen Kortex über glutamaterge Bahnen, die direkt 
an den Spines der Neurone enden. Ein Teil dieser Neurone, der sowohl GABA als 
auch Substanz P produziert, sendet Efferenzen an den internen Globus pallidus 
und die Substantia nigra pars reticulata (Kowall et al., 1993). Von hier aus werden 
wiederum Efferenzen über den anteroventralen Thalamus an die motorischen 
Rindenfelder weitergeleitet, was insgesamt als direkter Weg bezeichnet wird 
(Herrero et al, 2002; Braak und Del Tredici, 2008). Der andere Teil der striatalen 
Neurone enthält neben GABA auch Enkephalin und projiziert auf den Globus 
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pallidus externus. Von dort werden die Informationen zunächst über den Nucleus 
subthalamicus geleitet, bevor sie über den internen Globus pallidus und den 
Thalamus den motorischen Kortex erreichen, was als indirekter Weg beschrieben 
wird (Herrero et al, 2002; Braak und Del Tredici, 2008). Während über den 
direkten Weg eine Inhibition der Outputzentren GPi und SNr erfolgt, übt der 
indirekte Weg eine exitatorische Funktion aus (Deetjen und Speckmann, 1994; 
Herrero, 2002; Deniau, 2007). In Ruhe überwiegt der indirekte Weg, sodass die 
Neurone von GPi und SNr eine hohe Aktivität aufweisen, was in einer starken 
tonischen Hemmung der Thalamusneurone resultiert. Soll eine Bewegung 
ausgeführt werden, muss der direkte Weg dominieren, wodurch eine Disinhibition 
im Thalamus erfolgt (Deetjen und Speckmann, 1994; Braak und Del Tredici, 
2008). Im Wechsel zwischen indirektem und direktem Weg spielt das Dopamin der 
Substantia nigra eine wichtige Rolle. Einerseits aktiviert es über D1- Rezeptoren 
die Substanz P- Neurone des Striatum, andererseits hemmt es über D2-
Rezeptoren die Enkephalin- Neurone. So wird der indirekte Weg kurzzeitig 
gehemmt, während der direkte Weg begünstigt wird (Braak und Del Tredici, 2008). 
Dies wird durch erregende, glutamaterge Efferenzen aus den intralaminären 
Kernen des Thalamus an die Substanz P- Neurone verstärkt (Braak und Del 
Tredici, 2008). Parallel zum direkten und indirekten Weg existiert noch ein 
sogenannter hyperdirekter Weg. Hierbei projiziert die Hirnrinde direkt auf den 
Nucleus subthalamicus und bewirkt so eine Hemmung der motorischen Rinden-
felder (Braak und Del Tredici, 2008). 
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Abb. 1A: 
1B
Funktionsprinzip der Basalganglien- bei Ruhe der Körpermuskulatur leichtes Überwiegen des indirekten Weges: Kortex- Enk-
 Neurone Striatum- GPe- STh- GPi- Thalamus;  bei Aktivität leichte Bevorzugung des direkten Weges:Substanz P- Neurone Striatum
 (aktiviert über D1-Rezeptoren, bei gleichzeitiger Hemmung der Enk- Neurone über D2-Rezeptoren)- GPi-Thalamus
: Veränderungen im Regelkreis der Basalganglien bei Morbus Parkinson: Degeneration DA-Neurone in SNc (1), verstärkt durch Ver-
änderungen im pedunkulopontinen Kern (2), nachfolgend Schädigung intralaminärer Thalamuskerne mit reduzierten Afferenzen  für das
 Striatum; schließlich Unterbrechung der kortiko-striatalen Bahn (4) 
(Schema verändert nach Braak und Del Tredici, 2008)
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Bei den Neuronen der Substantia nigra pars reticulata handelt es sich vorrangig 
um GABAerge Projektionsneurone (Deniau et al, 2007) unterschiedlicher Zell-
größe (Braak et al., 1986). Zwischen den Neuronen befindet sich dichtes Neuropil, 
dessen Dendriten sowohl von Neuronen der SNc, als auch der SNr stammen 
(Deniau et al., 2007). Wie bereits beschreiben bildet die pars reticulata zusammen 
mit dem Globus pallidus internus (GPi) ein wichtiges Schaltzentrum der Basal-
ganglien. Dieses erhält Afferenzen aus allen anderen Teilen der Basalganglien 
und stellt den letzten Schritt in der Informationsverarbeitung dar (Deniau et al., 
2007). Somit spielt die SNr eine wichtige Rolle in der Kontrolle motorischer und 
kognitiver Funktionen.  
Lateral geht die SNr in die Substantia nigra pars lateralis über, wobei sich hier 
Neurone der SNr und der SNc mischen (Deniau et al., 2007). 
 
1.2.2 Zytoarchitektonische Gliederung der Substantia nigra 
 
Nach der Einteilung von Dahlström und Fuxe finden sich im Mittelhirn drei 
Hauptgruppen dopaminerger Neurone: die A8-, A9- und A10- Gruppe (Smith und 
Kieval, 2000). Dabei bildet die Gruppe A9 die zellreiche pars compacta der 
Substantia nigra, die A10- Gruppe beeinhaltet die dopaminergen Neurone der 
VTA (ventral tegmental area) und die A8- Gruppe wird von den dopaminergen 
Neuronen im retrorubralen Feld gebildet. Diese Unterteilung wurde zum Teil 
weiterentwickelt. So unterscheiden Damier und Mitarbeiter im Mittelhirn sechs 
dopaminerge Zellgruppen (Abbildung 2). Dazu gehören eine mediale, eine 
medioventrale und eine A8- Gruppe, sowie die Substantia nigra mit den drei 
Gruppen pars dorsalis, pars compacta und pars lateralis.  
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Abb. 2: Einteilung des Mittelhirns in sechs dopaminerge Gruppen 
            CGS= central grey substance, CP= cerebral peduncle, M= medial group, Mv= medioventral group, A8= 
            dopaminergic group A8, SN= substantia nigra, SNpl= substantia nigra pars lateralis, RN= red nucleus,  
            ML= medial lemniscus. ( Hirsch et al., 1988) 
 
Um nun eine genauere strukturelle Beschreibung der Substantia nigra 
vorzunehmen ist es zunächst nötig ihre Grenzen festzulegen. Auch hier finden 
sich in der Literatur unterschiedliche Angaben. So wird der Grenzverlauf zum Teil 
mit dem Auftreten starker Immunreaktivität für Substanz P beschrieben (Gibb, 
1992; McRitchie et al., 1995). Auch hier schlägt die Gruppe um Damier eine 
Lösung vor, die in der vorliegenden Dissertation Anwendung finden soll. Als 
Grenze der SN wird das Gebiet Calbindin- positiven Neuropils ventral des 
Lemniscus medialis definiert. Jedoch werden im Folgenden die pigmentierten 
Neurone, welche außerhalb der Calbindin- Zone, aber noch vor dem Lemniscus 
medialis ,liegen nicht wie vorgeschlagen als „substantia nigra pars dorsalis“ 
bezeichnet (Damier et al, 1999), da bereits innerhalb der SNc von einem dorsalen 
Anteil die Rede ist. In Anlehnung an die Klassifikation von Olzsewski und Baxter 
(1954) wird dieser Bereich als γ- Zone bezeichnet.  
 
Innerhalb der pars compacta liegen die dopaminergen Neurone zu Zellgruppen 
angeordnet, sodass sich auch diese weiterhin strukturell unterteilen lässt. Im Laufe 
der Zeit beschäftigte sich eine Vielzahl von Autoren mit der anatomischen 
Gliederung der Substantia nigra, jedoch hat sich bis heute keine einheitliche 
Nomenklatur durchgesetzt. Dies liegt unter anderem daran, dass in den 
verschiedenen Studien unterschiedliche Schnittebenen für die Identifizierung der 
Zellgruppen genutzt wurden. Eine Übereinstimmung besteht jedoch darin, dass 
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die von Hassler an Frontal- und Horizontalschnitten beschriebenen 21 Unterein-
heiten (Hassler, 1937) nur sehr schwer oder nur teilweise zu identifizieren sind. 
Die von ihm beschriebene Zweischichtigkeit der pars compacta, bestehend aus 
einem ventralen und einem dorsalen Anteil, wurde aber auch von anderen Autoren 
aufgegriffen (McRitchie et al., 1995; Gibb und Lees, 1991; Gibb, 1992). Aufgrund 
der übereinstimmenden Schnittebene soll in der vorliegenden Arbeit aber die von 
Braak vorgeschlagene Einteilung (mit Modifikationen) beibehalten werden (Braak 
et al., 1986). Hierbei sind innerhalb der SNc sieben Subnuclei aus pigmentierten 
Zellen beschrieben. Diese sind in einer anterioren und einer posterioren Zone 
angeordnet. Die relativ kleine anteriore Zone beinhaltet einen anteromedialen 
(am), einen anterointermedianen (ai) und einen anterolateralen (al) Subnucleus. In 
der weiter kaudal liegenden posterioren Zone werden ein posteromedialer (pm), 
ein posterolateraler (pl), ein posterosuperiorer (ps), sowie ein magnozellularer 
Subnucleus beschrieben. Dabei bildet ps den dorsal gelegenen Anteil innerhalb 
dieser Zone, pm und pl den ventralen, während der magnozelluläre Subnucleus 
der Substantia nigra pars lateralis entspricht. Der Bereich zwischen der anterioren 
und der posterioren Zone wird von Braak als pars diffusa bezeichnet (Braak et al, 
1985). Eine ähnliche Gliederung wurde von van Domburg und ten Donkelaar 
(1991) vorgenommen. Eine Übersicht zu den verschiedenen Gliederungen der SN 
und deren Kongruenz zueinander ist in Tabelle 1 dargestellt.  
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Tabelle 1: Vergleich der Gliederung der Substantia nigra durch verschiedene Autoren
Hassler 
1937 
Baxter/ 
Olszweski 
1954 
Van Domburg/ten
Donkelar 
1991 
Braak
1986 
McRitchie 
1995 
 
Damier
1999 
Spe (d, v, z) 
  pl  pl     
Spv (m,i,l) 
  pm  pm     
Spcd 
    m  Pars lateralis   
Spd (v,i,d) 
    ps     
Sal 
Sai (m,l,z) 
Spzv 
   
Di
al 
ai 
   
Sal 
Sai (m,l,z) 
Spz (v,z) 
   
Di
al 
ai 
   
Spd 
         
Spcd 
  Pars lateralis  m     
Sam (α‐δ)    am am  
mH    pm
       
       
Hassler:  S=  Substantia  nigra,  p=  posterior,  a=  anterior,  e=  extern, m= medial,  i=  intermedian  ,  l= 
lateral,  v=  ventral,  z=  zentral,  d=  dorsal,  c=  caudal, mH= mediales  Horn    Olszewski/Baxter:  Pn= 
paranigralis, Pbpg= parabrachialis pigmentosum   Braak:  am=anteromedial,  ai=  anterointermedian, 
al= anterolateral, ps= posterosuperior, pl= posterolateral, pm= posteromedial, m= magnozellular, Di= 
pars  diffusa    McRitchie:  dm=  dorsomedial,  di=  dorsointermedian,  dl=  dorsolateral,  vm= 
ventromedial, vi=ventrointermedian, vl= ventrolateral 
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Die beschriebenen Einteilungen der Substantia nigra basieren auf der Anordnung 
der Melanin- haltigen Zellen als Zellgruppen innerhalb der Substantia nigra. Da 
diese im Verlauf neurodegenerativer Erkrankungen wie dem Morbus Parkinson 
zerstört werden, ist es nötig eine von diesen Neuronen unabhängige Einteilung zu 
finden und so eine genaue Beschreibung der Zellverlustmuster im Zuge der 
Neurodegeneration zu ermöglichen. Dies gelang Damier et al. mittels einer 
Methode basierend auf Calbindin D₂₈K  (Damier et al., 1999a).  Calbindin ist ein 
Kalzium- bindendes Protein, das im Zellkörper, den Axonen und Dendriten 
bestimmter Neurone des zentralen Nervensystems (Baimbridge et al., 1992), aber 
auch in Zellkernen verschiedener Neuronengruppen zu finden ist (German et al., 
1997). In den Basalganglien kommt es in Projektionsneuronen des Striatum und in 
verschiedenen Neuronenpopulationen der Substantia nigra vor (Parent et al., 
1996). Während die Neurone der pars compacta keine Immunreaktivität für 
Calbindin D₂₈K zeigen, sind die Nervenzellen der γ- Zone stark Calbindin- positiv 
(Gibb, 1992), ebenso wie die Neurone der medioventralen Gruppe. Dagegen zeigt 
das gesamte Neuropil der Substantia nigra, sowohl in der pars reticulata als auch 
der pars compacta eine starke Calbindin- Markierung (Damier et al., 1999).  
Innerhalb des Calbindin- reichen Neuropils der SNc, nigrale Matrix genannt, 
existieren fünf Calbindin- arme Bereiche, die sogenannten Nigrosomen (Damier et 
al., 1999). Diese Nigrosomen bilden ein dreidimensionales System verzweigter 
und zum Teil ineinandergreifender „taschenartiger“ Strukturen und beinhalten 
einen Teil der pigmentierten Neurone der pars compacta, mit 60 % befindet sich 
der Großteil der Neurone aber in der nigralen Matrix (Damier et al., 1999). Die 
Architektur der Nigrosomen lässt sich auch bei Individuen mit Morbus Parkinson 
wiederfinden.  
 
 
1.3 Morbus Parkinson 
1.3.1 Symptome und Pathophysiologie 
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Der Morbus Parkinson wurde 1817 zum ersten Mal von James Parkinson als 
Paralysis agitans beschrieben und gilt als zweithäufigste progressive neuro-
degenerative Erkrankung nach dem Morbus Alzheimer (Bartels und Leenders, 
2009). 
Er ist gekennzeichnet durch den Verlust dopaminerger Neurone der SNc mit 
einhergehendem Dopaminverlust im Striatum, wobei mindestens 50 % der SNc- 
Neurone und 80 % des striatalen Dopamins fehlen müssen um klinische Symp-
tome hervorzurufen (Marsden, 1990). Ein weiteres typisches Erscheinungsbild 
dieser Erkrankung ist das Auftreten sogenannter Lewy- Körper und Lewy- 
Neuriten, wobei es sich um zytoplasmatische oder neuritische Einschlüsse in 
degenerierenden Neuronen handelt, deren Hauptbestandteil aggregiertes α- 
Synuclein ist (Recchia et al., 2004). 
Zu den Hauptsymptomen des Morbus Parkinson zählen Tremor, Muskelrigidität 
und Bradykinesie. Diese können in unterschiedlicher Ausprägung vorliegen. 
Während einige Patienten einen starken Tremor, meist in Ruhe, aufweisen, kann 
bei anderen Patienten die Bradykinesie bzw. Akinesie dominieren, bei gleichzeitig 
mildem oder fehlendem Tremor (Bartels und Leenders, 2009). Daneben können 
außerdem eine Reihe nicht- motorischer Symptome vorliegen, wie zum Beispiel 
sensorische Störungen (Schmerzempfinden, Parästhesien), psychische Verände-
rungen (Depressionen, Angstneurosen etc.), gastro- intestinale Beschwerden, 
sowie kognitive Defizite bis hin zur Demenz (Fahn und Sulzer, 2004; Bartels und 
Leenders, 2009). 
 
Durch den Verlust dopaminerger Neurone im Verlauf des Morbus Parkinson steht 
dem Striatum nicht mehr ausreichend Dopamin zur Verfügung. Daraus resultieren 
Veränderungen der neuronalen Aktivität (Galvan und Wichmann, 2008) mit großen 
Konsequenzen für das komplexe Netzwerk der Basalganglien (Abbildung 1B). In 
der Folge kommt es zu einer ungenügenden Aktivierung des direkten Weges, bei 
gleichzeitig unzureichender Hemmung des indirekten Weges. Durch die 
unverhältnismäßige Aktivierung des Nucleus subthalamicus entsteht eine 
verstärkte Aktivierung von GPi und SNr mit einhergehender Unterdrückung des 
Thalamus und dem Resultat einer Hypokinese (Braak und Del Tredici, 2008). Ein 
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weiterer Effekt der verminderten Hemmung des indirekten Weges ist der Verlust 
von Spines der striatalen Projektionsneurone (Gerfen, 2006). Zusätzliche Folgen 
des Dopaminmangels sind Veränderungen der Dopamin- Rezeptoren bezüglich 
ihrer Empfindlichkeit für Dopamin und ihrer Verteilungsdichte (Galvan und 
Wichmann, 2008). 
Im weiteren Verlauf der Erkrankung kommt es zum Übergreifen auf nicht-
dopaminerge Zentren, wie Beeinträchtigungen des Nucleus tegmentalis pedun-
culopontinus (Hirsch et al., 1987), wodurch der cholinerge Antrieb der 
verbleibenden DA- Neurone fehlt, Veränderungen der intralaminären Thalamus-
kerne und schließlich Veränderungen im Kortex mit Unterbrechung der 
kortikostriatalen Bahnen. Da die kortikalen Veränderungen erst spät oder gar nicht 
die primär motorischen Rindenfelder betreffen, bleibt der hyperdirekte Weg 
erhalten, was die Hyperaktivität des Nucleus subthalamicus verstärkt (Braak und 
Del Tredici, 2008).  
 
 
1.3.2 Äthiopathogenese 
 
Ein geringer Teil (circa 10 %) der Parkinson- Erkrankungen konnte als genetisch 
bedingt identifiziert werden. Hierbei wurden Mutationen in verschiedenen Genen 
festgestellt (Recchia et al., 2004; Fahn und Sulzer, 2004). Bei der Mehrzahl der 
Parkinson- Fälle handelt es sich jedoch um die idiopathische Form unbekannter 
Ursache. Morbus Parkinson manifestiert sich zumeist in der 5.- 6. Lebensdekade, 
sodass das Alter als wichtiger Faktor in der Krankheitsentstehung gilt. Zwar 
kommt es auch im Alter zum Verlust pigmentierter Neurone, die Theorie eines 
beschleunigten Alterns als Krankheitsauslöser konnte jedoch nicht bestätigt 
werden, da sich die Zellverlustmuster im Alter von denen eines Morbus Parkinson 
stark unterscheiden (Fearnley und Lees, 1991). Außerdem stellte man fest, dass 
die verbleibenden pigmentierten Neurone im alternden Gehirn vergrößerte Zell-
körper aufweisen – möglicherweise ein Kompensationsmechanismus, während die 
überlebenden Neurone bei Parkinsonfällen eher atrophisch waren (Rudow et al., 
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2008). Als weitere mögliche Ursachen werden Umwelteinflüsse angesehen. So 
kann eine Vergiftung mit MPTP, einem unreinen Nebenprodukt in der Synthese 
von Narkotika, ein Parkinson- Syndrom induzieren (Fahn und Sulzer, 2004). Auch 
andere Chemikalien wie Pestizide/ Herbizide, Mangan oder Kohlenstoff- Monoxid 
haben diesen Effekt, wenn auch weniger spezifisch (Fahn und Sulzer, 2004). 
Chronische MPTP- Vergiftung und deren Modifizierung mit Probenicid werden in 
der Parkinson- Forschung als Tiermodelle genutzt (Schintu et al. 2009). Auch 
oxidativer Stress durch frei werdendes Wasserstoffperoxid im Dopamin-
Metabolismus zusammen mit Störungen im antioxidativen Glutathion- System 
oder mitochondrialen Funktionsstörungen wird als möglicher Faktor in der Patho-
genese gehandelt (Al- Ayadhi, 2004). In diesem Zusammenhang wird auch dem 
Neuromelanin eine entscheidende Rolle zugesprochen. Dessen Fähigkeit Eisen 
und andere Metalle, sowie toxische Verbindungen zu binden, scheint einer protek-
tiven Wirkung im gesunden Gehirn zu entsprechen (Zecca et al., 2001). 
Gleichzeitig kann es aber auch unter bestimmten Bedingungen die Bildung freier 
Radikale und somit eine Erhöhung des oxidativen Stress fördern, was ihm 
zytotoxische Eigenschaften verleiht (Youdim et al., 1994). 
Das Vorkommen extrazellulären Neuromelanins in aktivierten Mikro- und Astroglia, 
welche in der Umgebung der degenerierenden Neurone der SN bei PD in erhöhter 
Zahl zu finden sind, führte zu der Annahme, dass es auch Auslöser einer 
chronischen Entzündung sein könnte (Zecca et al., 2001; Fahn und Sulzer, 2004). 
Im gesunden Organismus stellt ein Entzündungsprozess einen Schutzmechanis-
mus gegen eindringende Pathogene dar, gleichzeitig kann er aber, vor allem bei 
chronischem Verlauf schwere Schäden im betroffenen Gewebe verursachen. Eine 
bedeutende Rolle wird hierbei den Gliazellen, insbesondere den Mikroglia, zuteil. 
Diese stellen Komponenten der angeborenen Immunität dar und sind in der Lage 
an ihrer Oberfläche Antigene zusammen mit MHC- Molekülen zu präsentieren. 
Zugleich sorgen sie durch Phagozytose von Zelltrümmern und eindringenden 
Mikroorganismen für die Aufrechterhaltung der Hirnhomeostase (Kim und Joh, 
2006). Im gesunden Gehirn befinden sich die Mikrogliazellen in ruhendem 
Zustand, mit kleinem Zellkörper und dünnen, wenig verzweigten Fortsätzen 
(Mosley et al., 2006). Dieser Zustand wird von Neuronen und Astrozyten 
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kontrolliert, indem sie eine Mikroglia- Aktivierung unterdrücken (Kim und Joh, 
2006; McGeer, 2008). Bei Störungen dieser Kontrolle durch Neuronenschäden, 
kommt es, möglicherweise durch Freisetzung stimulierender Moleküle wie α-
 Synuclein, Neuromelanin und aktivierter Matrix- Metallo- Proteinase- 3 (Kim und 
Joh, 2006) zur Aktivierung der Mikroglia mit Anschwellen der Zellkörper und 
Ausbildung dicker, stark verzweigter Fortsätze (Mosley et al., 2006). Diese setzen 
proinflammatorische Zytokine, wie IL- 1 und TNF- α, und große Mengen reaktiver 
Sauerstoffspezies frei und können so weitere Gewebeschäden herbeiführen (Kim 
und Joh, 2006; Dheen et al., 2007; Mena et al, 2008). Im Falle des Morbus 
Parkinson scheint die Aktivierung der Mikroglia dem massiven Verlust dopamin-
erger Neurone vorauszugehen (Marinova- Mutafchieva et al., 2009).  
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2 Aufgabenstellung 
 
Die erste Zielstellung der Arbeit bestand in einer Beschreibung der allgemeinen 
Verteilungsmuster extrazellulärer Matrix in Form von perineuronalen Netzen und 
Axonal coats in der Substantia nigra des menschlichen Gehirns. Dabei sollte der 
Zusammenhang dieser Verteilungsmuster mit dem Vorkommen von Calbindin- 
und Substanz P- positiven Strukturen dargestellt werden. Um eine bessere 
Vorstellung vom dreidimensionalen System der Calbindin- armen Bereiche, der 
sogenannten Nigrosomen, zu erhalten und somit ein räumliche Zuordnung der 
Verteilungsprinzipien extrazellulärer Matrix zu ermöglichen, sollte eine 3D- 
Rekonstruktion dieser Strukturen erstellt werden. Das zweite Ziel bestand in der 
Überprüfung dieser Organisationsprinzipien in Bezug auf die Pathomorphologie 
des Morbus Parkinson.  
 
Hierbei waren folgende Fragestellungen von besonderem Interesse: 
 
- Wo liegen in der gesunden Substantia nigra die perineuronalen Netze, wo die  
Axonal coats?  
- Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Dichte der ACs und der Größe der  
von ihnen kontaktierten Neurone? 
- Gibt es Unterschiede in der Darstellung der extrazellulären Matrix mit  
verschiedenen Antikörpern? (CRTL-1, HAG, 1B5)  
- Welche Veränderungen bezüglich der extrazellulären Matrix existieren beim  
Morbus Parkinson? Wie verhalten sich Mikro- und Astroglia dabei? 
 
Bei der Interpretation der Befunde sollte geprüft werden, wie die Organisations-
prinzipien der extrazellulären Matrix die selektive Vulnerabilität bestimmter 
Neuronengruppen beeinflussen oder erklären können. 
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3 Material und Methoden 
3.1  Material 
 
Ein Teil der menschlichen Gehirne wurde von der Hirnbank der Universität Leipzig 
zur Verfügung gestellt. Dabei handelt es sich um vier Gehirne von Individuen 
beiderlei Geschlechts im Alter zwischen 48 und 92 Jahren. Diese zeigten weder 
klinische noch pathologische Zeichen einer neurodegenerativen Erkrankung. Drei 
Gehirne wurden in 15 mm dicke Scheiben geteilt und mit 4%igem 
Paraformaldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4 für drei bis vier Wochen bei 
4 °C fixiert. Bei dem vierten Fall handelte es sich um in Paraffin eingebettetes 
Material.  
Ein weiterer Teil des untersuchten Materials wurde von der Klinik und Poliklinik für 
Psychiatrie und Psychotherapie der Universität Würzburg zur Verfügung gestellt. 
Hierbei wiesen drei Fälle keinerlei Zeichen einer neurodegenerativen Erkrankung 
auf, während für sieben Fälle die klinische und neuropathologische Diagnose 
eines Morbus Parkinson  gestellt wurde. Bei diesen Fällen handelte es sich um in 
Paraffin eingebettetes Material. Schließlich wurden Paraffin- eingebettete 
menschliche Gehirne im Rahmen einer Kooperation mit Dr. Attems vom Institut für 
Pathologie, Otto- Wagner- Hospital, Wien, Österreich, zur Verfügung gestellt. 
Auch hierbei handelte es sich um drei Kontrollhirne und zwei Gehirne mit der 
klinischen und / oder neuropathologische Diagnose eines Morbus Parkinson. Alle 
Vorgänge zum Erhalt der persönlichen Daten der Patienten, der Autopsie und des 
Umgangs mit dem Autopsiematerial wurden von der Ethik Kommission der 
Universität Leipzig genehmigt.  
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Tabelle 2 Untersuchte Fälle im Überblick 
Kontrollfälle Fall Geschlecht Alter in Jahren post mortem Zeit (h)
1 w 92 52
2 m 48 72
3 m 72 72
4 m 65 24
5 w 63 36
6 w 71 26
7 m 69 48
8 w 83      nicht verfügbar
9 m 68      nicht verfügbar
10 w 72      nicht verfügbar
Parkinsonfälle Fall Geschlecht Alter in Jahren pm‐ Zeit (h)
1 m 82 26
2 m 72 24
3 w 74 48
4 w 67      nicht verfügbar
5 m 74      nicht verfügbar
6 m 62 26
7 m 73 34
8 w 81 24
9 m 64 52
  
 
3.2 Herstellung der Gefrierschnitte 
Nach Fixierung der Gehirne erfolgte zunächst die Präparation von Gewebeblöcken 
in der Frontalebene, welche jeweils 15 mm dick waren. Diese wurden in 30%iger 
Saccharoselösung, mit 0,1 M Phosphat-gepufferter Salzlösung, pH 7,4 (PBS) 
aufbewahrt. Die Herstellung der Schnittserien erfolgte mit einem Gefriermikrotom 
(Reichert, Österreich). Die Schnittdicke betrug 30 µm. Um einen Bakterienbefall zu 
verhindern wurden die Schnitte anschließend in PBS mit Zusatz von 0,1 % 
Natriumazid aufbewahrt. 
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3.3 Paraffineinbettung und Herstellung der Paraffinschnitte 
 
Vor der Paraffineinbettung der Gewebeblöcke wurden diese zur Entfernung von 
Fixationschemikalien 30 min in Aqua dest. gespült. Anschließend erfolgte die 
Entwässerung des Gewebes in einer aufsteigenden Alkoholreihe. Hierfür 
verblieben die Gewebeblöcke jeweils 90 min in 70%igem und 85%igem Alkohol, 
anschließend  zweimal hintereinander 90 min in 96%igem und nochmal 90 min in 
100%igem Alkohol. Um absolute Wasserfreiheit des Gewebes sicherzustellen, 
schloss sich ein einstündiger Spülgang in Isopropanol an. Darauf folgten drei 
Inkubationsstufen mit Methylbenzoat, wobei die erste Stufe über Nacht andauerte. 
Auch die Überführung des Materials erfolgte in drei Stufen. Zunächst verblieben 
die Gewebeblöcke für 90 min bei 60 °C im Heizschrank in einem Gemisch aus 
weichem Paraffin und Methylbenzoat im Verhältnis 1:1. Danach wurde das 
Material in weiches Paraffin mit einer Schmelztemperatur von 44 °C und 
abschließend in hartes Paraffin (Histowachs) mit einer Schmelztemperatur von 
56 °C überführt, wo es jeweils  zwei Stunden verblieb. Die Ausbettung erfolgte mit 
Histowachs in Ausgießrahmen. Überschüssiges Paraffin wurde an den Rändern 
abgeschnitten. 
Danach erfolgte das Schneiden der Paraffinblöcke mit dem Mikrotom „Jung 
Histoslide 2000“ (Leica). Hierbei handelte es sich um Transversalschnitte durch 
den Hirnstamm, wobei der Schnittwinkel 10° betrug. Die Schnittdicke betrug 5-
7 µm. Die gewonnenen Paraffinschnitte wurden in 0,1 M Tris-gepufferter 
Salzlösung (TBS), pH 7,4 aufgefangen und anschließend einzeln auf „super-frost-
plus“-Objektträger (Menzel) aufgezogen. Zum Trocknen wurden die Objektträger 
über Nacht im Trockenschrank bei 37 °C gelagert. 
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3.4 Methoden 
3.4.1 Entparaffinierung 
 
Um die Schnitte für die verschiedenen Antikörper zugänglich zu machen, musste 
aus diesen zunächst das Paraffin herausgelöst werden. Dies erfolgte durch 
dreimaliges Spülen in Xylol für jeweils 10 min. Danach wurden die Schnitte durch 
eine absteigende Alkoholreihe geführt. Hierbei wurden sie für jeweils 10 min in 
100%igem und 96%igem Alkohol gespült. Die darauffolgenden Spülgänge in 
nochmals 96%igem, 85%igem und 70%igem Alkohol betrugen jeweils 5 min. Zur 
irreversiblen Hemmung der endogenen Peroxidaseaktivität folgte die Behandlung 
mit 2 % H₂O₂ in 60%igem Methanol für 30 min. Um eine Demaskierung der 
Antigene zu erreichen, wurden die Schnitte, nach 5 min Zwischenspülen mit PBS, 
für 10 min in 0,1 M Zitronensäure gekocht. Es folgten drei Spülungen in PBS-T 
(0,05 % Tween). Anschließend erfolgte zur Blockung unspezifischer Bindungs-
stellen im Gewebe eine 30 minütige Inkubation in Blockerlösung, bestehend aus 
2 % Rinderserumalbumin (Serva), 0,3 % Milchpulver und 0,1 % Gelatine in TBS.  
 
 
3.4.2 Färbungen und Immunhistochemie 
3.4.2.1 Kresylviolett-Färbung (Nissl) 
 
Frei flottierende Gewebeschnitte wurden zunächst auf mit Eiweißglyzerin 
beschichtete Objektträger aufgezogen und luftgetrocknet. Danach  wurden diese 
in Aqua dest. gewaschen und anschließend für 30 min in 96%igem Alkohol 
nachfixiert. Um die Paraffinschnitte behandeln zu können, wurden diese wie unter 
3.4.1 beschrieben mit Xylol entparaffiniert. Danach wurden sie für 10 min in 
100%igem und schließlich für 30 min in 96%igem Alkohol gespült. Die weitere 
Behandlung verlief für die Gefrierschnitte und die Paraffinschnitte gleich. Das 
Färben der Schnitte erfolgte in 0,1%iger Kresylviolettlösung (Pinnow KG Berlin) für 
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5 min. Abschließend wurden sie in Aqua dest. gespült. Zur Differenzierung wurden 
die Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe vom 70%igen, über 80%igen, 
zweimal 96%igen und 100%igen Alkohol geführt. Schließlich wurden die 
Gewebeschnitte in Optal und Xylol gespült und mit DePex (Serva) eingedeckt. 
 
 
3.4.2.2 Darstellung von Komponenten der extrazellulären
 Matrix mit anti- CRTL-1 
 
Der polyklonale Antikörper Ziege- anti- humanes CRTL-1 (R&D Systems, 
Minneapolis, MN, USA) bindet an rekombinantes humanes „Hyaluronan and 
proteoglycan link protein 1“ (HAPLN1), welches die Verbindung zwischen Proteo-
glykanen, hauptsächlich Aggrecanen, und Hyaluronsäure stabilisiert (Neame and 
Barry,1994). 
 
Frei flottierende Gewebeschnitte wurden zunächst dreimal für jeweils 5 min in 
0,1 M PBS-T gespült. Anschließend wurden die Schnitte dreimal für jeweils 10 sek 
in der Mikrowelle (900 W) in 0,1 M Zitronensäure gekocht. Das Blocken der 
endogenen Peroxidase erfolgte durch die Behandlung mit 1 % H₂O₂ in PBS-T für 
30 min. Diesem Vorgang schloss sich eine einstündige Vorinkubation in 
Blockerlösung, bestehend aus 2 % Rinderserumalbumin (Serva), 0,3 % Milch-
pulver und 0,1 % Gelatine in TBS, unter ständigem Schütteln an. Es folgte die 
Inkubation mit dem Antikörper Ziege- anti- humanes CRTL-1 in einer Verdünnung 
von 1:400 in 2 % RSA-TBS für ca. 24 h bei Zimmertemperatur und unter 
ständigem Schütteln. 
Um die Paraffinschnitte ebenfalls mit dem Antikörper Ziege- anti- humanes   
CRTL-1 zu behandeln, mussten diese zunächst nach den unter 3.4.1 
beschriebenen Arbeitsschritten entparaffiniert werden. Danach erfolgte die 
Antikörperinkubation in einer Verdünnung von 1:300 in 2 % RSA-TBS. Die 
Inkubationszeit betrug bei Zimmertemperatur ca. 24 h. 
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Die weitere Behandlung des Gewebes verlief für die Gefrierschnitte und die 
Paraffinschnitte identisch. Nach drei Spülungen mit 0,1 M PBS-T für je 10 min 
wurden die Schnitte mit dem sekundären Antikörper Esel- anti- Ziege (biotinyliert, 
Dianova, Hamburg) für eine Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert. Es folgten 
drei weitere Spülgänge mit PBS-T für jeweils 10 min. Anschließend wurden die 
Gewebeschnitte für eine Stunde mit Streptavidin- Peroxidase (Extravidin, Sigma- 
Aldrich, München) bei Zimmertemperatur inkubiert. Nach weiteren drei 
Spülgängen mit PBS-T für je 10 min folgte ein Spülgang in 0,05 M Tris-Puffer, 
pH 8,0 für 5 min. Der Visualisierungsvorgang der chromogenen Reaktion des 
Gewebes erfolgte in einer Reagenzlösung aus 20 mg Ammoniumnickelsulfat- 6-
hydrat (Ni, von Riedel-de-Haen, Seelze), 1 mg 3,3` Diaminobenzidintetrahydro-
chlorid (DAB, Sigma- Aldrich, München), 5 ml Tris- Puffer und 2,5 µl 30%igem 
H₂O₂. Die Reaktion erfolgte unter optischer Kontrolle bis nach ca. 3 min eine 
Dunkelblau- bis Schwarzfärbung der extrazellulären Matrix zu erkennen war. 
Daraufhin wurde der Vorgang durch einmaliges Spülen in Tris- Puffer für 5 min 
beendet. Dem schlossen sich ein jeweils fünfminütiger Spülgang in PBS-T und 
PBS an. Abschließend wurden die Schnitte für 5 min in Aqua dest. gewaschen 
und auf mit Eiweißglyzerin beschichtete Objektträger aufgezogen und 
luftgetrocknet. Danach wurden sie durch eine aufsteigende Alkoholreihe bis hin 
zum Toluol geführt und mit Entellan (Merck) eingedeckt. 
 
 
3.4.2.3 Darstellung von Komponenten der extrazellulären 
 Matrix mit anti- Aggrecan (Klon: HAG7D4) 
 
Der monoklonale Antikörper Maus- anti- humanes- Aggrecan (Klon: HAG7D4, 
Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen) detektiert das Kernprotein humanen 
Aggrecans, einem Chondroitinsulfat- Proteoglykan, das in der extrazellulären 
Matrix von Knorpelgewebe und des zentralen Nervensystems vorkommt. Zunächst 
wurden die Gewebeschnitte wie unter 3.4.1 beschrieben entparaffiniert. Es folgte 
die Inkubation mit Maus- anti- humanes- Aggrecan in einer Verdünnung von 1:10 
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in 2 % RSA-TBS über drei Tage bei 4 °C. Nach drei Spülungen mit 0,1 M PBS-T 
für je 10 min wurden die Schnitte mit dem sekundären Antikörper Esel- anti- Maus 
(biotinyliert, Dianova) für eine Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert. Die weitere 
Behandlung der Schnitte erfolgte wie unter 3.4.2.2 beschrieben. 
 
 
3.4.2.4 Darstellung von Komponenten der extrazellulären 
 Matrix mit anti-ProteoglykanΔDi-0S  
 
Die drei verfügbaren monoklonalen Maus- Anti- Proteoglykan- Antikörper 
reagieren mit den Reststücken der Chondroitinsulfat- Seitenketten verschiedener 
Proteoglykane, welche nach Verdau mit Chondroitinase ABC übrigbleiben. Die 
Antikörper-Spezifität ist hierbei abhängig von der Position des Sulfatrestes an 
diesen Seitenketten. Anti- ProteoglykanΔDi-0S (Klon:1B5, MP-Biomedicals, 
Aurora, Ohio, USA) reagiert mit nicht- sulfatierten Seitenketten. Anti-Proteo-
glykanΔDi-4S (Klon:2B6, Seikagaku, Tokio, Japan) bindet an Chondroitinsulfat-
Ketten, die den Sulfatrest an Position 4 tragen, während Anti- ProteoglykanΔDi-6S 
Seitenketten mit dem Sulfatrest in Position 6 detektiert. 
 
Das Entparaffinieren in Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe erfolgte wie 
unter 3.4.1 beschrieben. Anschließend wurden die Schnitte für 30 min mit 0,3 % 
H₂O₂  in 60%igem Methanol behandelt um die endogene Peroxidaseaktivität zu 
hemmen. Nach 5 min Spülen in Aqua dest. folgte ein Spülschritt in TBS-T und 
TBS im Verhältnis 1:1 für 20 min. Danach wurden die Gewebeschnitte noch 
einmal für 5 min in Tris- Puffer pH 8,0 gewaschen. Es folgte die Behandlung mit 
Chondroitinase ABC. Hierfür wurden 10 µl Chondroitinase mit 1 ml Tris- Puffer 
gemischt. Die damit versehenen Schnitte wurden für eine 1 h bei 37 °C gelagert. 
Nach einem weiteren Spülschritt in Tris- Puffer für 5 min wurden die Schnitte für 
1 h mit einer Blockerlösung aus 4 % Eselserum (Jackson Immunoresearch), 0,3 % 
Milchpulver und 0,1 % Gelatine in TBS inkubiert. Anschließend erfolgte die 
Inkubation mit dem primären Antikörper. Anti- ProteoglykanΔDi-0S (Klon:1B5) 
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wurde in einer Verdünnung von 1:600 in 4 % Eselserum- TBS eingesetzt. Die 
Inkubationszeit betrug 24 h. 
Die Weiterbehandlung der Gewebeschnitte erfolgte wie unter 3.4.2.2 beschrieben, 
wobei als Spülmedium TBS-T anstelle des PBS-T verwendet wurde. Als 
sekundärer Antikörper wurde biotinylierter Esel- Anti- Maus- Antikörper (Dianova) 
in einer Verdünnung von 1:1000 in 4 % Eselserum- TBS eingesetzt. 
 
 
3.4.2.5 Darstellung von Gliazellen mit anti- HLA und anti- 
 GFAP 
 
Der polyklonale Antikörper Kaninchen- anti- GFAP dient der immunhisto-
chemischen Darstellung von Astrozyten (Castellano et al, 1991). Er detektiert ein 
kleines intermediäres, filamentäres Protein (glial fibrillary acidic protein) von ca. 
51 kDa (http://www.nordiqc.org/Epitopes/GFAP/GFAP.htm). Dieses wird im zen-
tralen Nervensystem durch Astrozyten exprimiert. Mit dem monoklonalen 
Antikörper Maus- anti- HLA können Mikrogliazellen dargestellt werden (Lyck et al, 
2008). Diese präsentieren auf ihrer Zelloberfläche HL- Antigene des MHC-II- 
Komplexes. Der Antikörper reagiert spezifisch mit dem Isotyp HLA- DR.  
 
Die Gewebeschnitte wurden wie unter 3.4.1 beschrieben entparaffiniert, gespült, 
die endogene Peroxidaseaktivität gehemmt und unspezifische Bindungsstellen im 
Gewebe blockiert. Danach erfolgte die Inkubation mit Kaninchen- Anti- GFAP 
(DAKO, Glostrup, Dänemark) in einer Verdünnung von 1:1000 in 2 % RSA-TBS 
über Nacht bei Zimmertemperatur. Der Antikörper Maus- Anti- HLA (DAKO, 
Glostrup, Dänemark) wurde in einer Verdünnung von 1:100 in 2 % RSA-TBS 
eingesetzt. Auch hier erfolgte die Inkubation über Nacht bei Zimmertemperatur. Es 
folgten drei Waschungen in PBS-T. Die anschließende Inkubation mit den 
sekundären Antikörpern Esel- Anti- Kaninchen und Esel- Anti-Maus (beide 
biotinyliert, Dianova) erfolgte mit einer Verdünnung von 1:1000 in 2 % RSA-TBS 
bei Zimmertemperatur für 1 h. Die Behandlung der Gewebeschnitte mit 
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Streptavidin- Peroxidase, sowie das Visualisieren der chromogenen Reaktion 
wurden wie unter 3.4.2.2 beschrieben durchgeführt. 
 
 
3.4.2.6 Immunhistochemischer Nachweis von Calbindin 
 D₂₈K 
 
Der monoklonale Antikörper Maus- anti- Calbindin D₂₈K (Swant, Schweiz) detek-
tiert Calbindin D₂₈K, ein Kalzium- bindendes Protein, das unter anderem in den 
Projektionsneuronen des Striatum und den afferenten striatonigralen Fasern 
vorkommt. Es ermöglicht die Darstellung des dichten Neuropils der SNc und SNr. 
Zusätzlich zeigen auch einzelne Neurone der SN Calbindin- Reaktivität 
(siehe 1.2.2) 
 
Frei flottierende Gewebeschnitte wurden wie unter 3.4.2.2 beschrieben gespült, 
die endogene Peroxidaseaktivität gehemmt und unspezifische Bindungsstellen im 
Gewebe blockiert. Danach erfolgte die Inkubation mit Maus- anti- Calbindin D₂₈K in 
einer Verdünnung von 1:1000 in 2 % RSA-TBS für 48 h bei 4 °C unter ständigem 
Schütteln. 
Anschließend wurden die Schnitte nach dreimaligem Spülen in PBS-T, für jeweils 
5 min, mit dem sekundären Antikörper Esel- anti- Maus inkubiert. Dieser wurde in 
einer Verdünnung von 1:1000 in 2 % RSA-TBS eingesetzt. Die Inkubationszeit 
betrug bei Zimmertemperatur 1 h. 
Die Inkubation mit Streptavidin- Peroxidase, sowie der weitere Vorgang der 
chromogenen Reaktion wurden wie unter 3.4.2.2 durchgeführt. 
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3.4.2.7 Darstellung der Peptide Substanz P und Enkephalin 
 
Die striatonigralen Profektionsfasern enthalten neben dem Hauptransmitter GABA 
auch noch als Kotransmitter wirkende Neuropeptide wie Substanz P und Enke-
phalin (Haber und Greonewegen, 1989). Während Substanz P der Substanz-
klasse der Neurokinine angehört, zählt Enkephalin zu den körpereigenen 
Opioiden. Beide Substanzen spielen auch beim Schmerzempfinden eine wichtige 
Rolle. 
 
Das Spülen und Hemmen der endogenen Peroxidasereaktivität, sowie das 
Blockieren unspezifischer Bindungsstellen im Gewebe erfolgte wie unter 3.4.2.2 
beschrieben. Anschließend erfolgte die Inkubation mit den primären Antisera für 
Substanz P (Accurate Chemical & Scientific Corporation, Westburg, NY, USA) und 
Enkephalin (ImmunoStar Inc., Hudson, WI, USA), beide in einer Verdünnung von 
1: 1000 in 2 % RSA-TBS für 48 h bei 4 °C unter ständigem Schütteln. Es folgte 
dreimaliges Spülen in PBS-T, für jeweils 5 min. Daraufhin wurden die 
Gewebeschnitte mit dem sekundären Antikörper Esel- anti- Kaninchen in einer 
Verdünnung von 1:1000 in 2 % RSA-TBS für 1 h bei Zimmertemperatur inkubiert. 
Anschließend erfolgten die Inkubation mit Streptavidin- Peroxidase und die chro-
mogene Reaktion mit Ni- DAB wie unter 3.4.2.2 beschrieben. 
 
 
3.5 Auswertung und Identifikation anatomischer Regionen 
 
Die Auswertung der Präparate erfolgte im Durchlichtmikroskop (Mikroskop 
Axioplan; Zeiss, Oberkochen). Anatomische Regionen wurden auf der Grundlage 
des Hirnatlas vom Menschen (Mai et al., 2004; Dearmond et al., 1976) mit Nissl- 
gefärbten Schnitten identifiziert. Es wurden drei repräsentative Gebiete in den 
Bregmaebenen 16mm (Ebene A), 23,9 mm (Ebene B) und 27,8 mm (Ebene C) 
ausgewählt. In der rostral gelegenen Ebene A sind als Leitstrukturen die VTA und 
der Nucleus subthalamicus, sowie der beginnende Nucleus ruber zu identifizieren. 
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Die intermediäre Ebene B ist durch den Nucleus ruber in seiner größten 
Ausdehnung und den klar erkennbaren Fasciculus retroflexus und Tractus 
rubrospinalis gekennzeichnet. Während die kaudal gelegene Ebene C durch die 
Decussatio pedunculi cerebri gekennzeichnet ist. Der Nucleus ruber ist in dieser 
Ebene nicht mehr zu identifizieren. 
 
 
3.6 Anfertigung der Abbildungen 
 
Für die fotografische Darstellung der Ergebnisse wurden das Mikroskop 
Axioplan 2 mit digitalem Kameraaufsatz (Axiocam HRC, Zeiss, Jena) und das 
Mikroskop Axiovert 200M mit motorisiertem Märzhäuser xy- Tisch, ausgestattet 
mit dem Zeiss Apotome (Zeiss, Jena), verwendet. Die Abbildungen 3, 5A, 5B, 7A, 
9, 11A, 11B, sowie 12B wurden, um die CRTL-1- und Calbindin D₂₈K- positiven 
Strukturen deutlicher darzustellen, mit Photoshop 9.0 (Adobe Systems, Mountain 
View, CA, USA) nachbearbeitet. Hierbei wurden die CRTL-1- positiven Strukturen 
grün und die Calbindin- positiven Strukturen rot dargestellt. Um deren Überein-
stimmungen im Verteilungsmuster hervorzuheben, wurden die Abbildungen dann 
zum Teil als separate Ebenen übereinander gelegt. Die 3D- Rekonstruktion der 
Substantia nigra erfolgte mit dem Programm Cinema 4D (Maxon Comp. GmbH, 
Friedrichsdorf). 
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4 Ergebnisse 
4.1  Calbindin-Verteilungsmuster in der Substantia nigra 
 
Für die strukturelle Einteilung der Substantia nigra wurden drei Mittelhirne (frontal 
geschnitten) untersucht. Bei diesen Gefrierschnittserien wurde jeder zehnte 
Schnitt mit anti- Calbindin D₂₈K dargestellt. Direkt benachbarte Schnitte wurden 
mit anti- CRTL-1- Antikörper behandelt. Es wurden drei repräsentative Ebenen 
des Mittelhirns ausgewählt- die rostral gelegene Ebene A, die intermediäre Ebene 
B und die kaudal gelegene Ebene C. 
 
 
4.1.1 Calbindin-Verteilungsmuster in der rostralen Ebene A 
 
Die Calbindin- Immunreaktivität in dieser Ebene ist durchgehend stark. In der 
Calbindin- positiven Zone liegen mehrere Calbindin- arme Bereiche die den von 
Damier beschriebenen Nigrosomen zugeordnet werden können (Damier et al., 
1999). So ist am medialen Rand der Calbindin- reichen Zone die medioventrale 
Gruppe zu erkennen. In den lateralen zwei Dritteln lassen sich mehrere kleine 
Calbindin- arme Bereiche erkennen, die dem Nigrosom 5 entsprechen (Abbildung 
3 und Abbildung 4A). Ein deutlicher Teil der Melanin- haltigen Neurone liegt wie 
bereits von Damier beschrieben innerhalb der Nigrosomen. Dabei lassen sich 
Unterschiede bezüglich des Melaningehalts und der Größe der Neurone fest-
stellen. Im Nigrosom 5 erscheinen die Neurone groß und stellen sich mit einer 
kräftigen braunen Färbung dar, was mit einem hohen Melaningehalt korreliert 
(Abbildung 4B). Auch in der medioventralen Gruppe finden sich viele Neurone mit 
relativ großem, daneben aber auch Neurone mit kleinerem Zellkörper ( Abbildung 
4C und 4D). Beide Größen weisen einen etwas geringeren Melaningehalt als die 
Neurone im Nigrosom 5 auf. 
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Abb.3  Calbindin- Markierung im Frontalschnitt, Ebene A (Hirn1). Darstellung der verschiedenen Nigrosomen (blau umrandet- 
Nigrosom 5; weiß umrandet-medioventrale Gruppe). Schematische Darstellung der Verteilung dopaminerger Neurone (     entspr. 3-5
Neuronen).
STH= Nucleus subthalamicus; RN= Nucleus ruber; SNL= Substantia nigra, pars lateralis; III= Austritt des dritten Hirnnerven.
  1mm
Calbindin
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Abb. 4 A
B C  D
E F  G
 Calbindin- Markierung im Frontalschnitt, Ebene A (Hirn 2). ( ) Übersichtsaufnahme der gesamten SN, die Pfeile markieren
Nigrosom 5. ( ) Detailansicht Nigrosom 5 mit großen, viel Melanin enthaltenden Neuronen. ( und ) Darstellung der dopaminergen
Neurone der medioventralen Gruppe. Neben relativ großen Neuronen sind hier auch kleinere zu finden. Insgesamt geringerer Melanin-
Gehalt a ls in N5. ( ) Neurone innerhalb der Calbindin- Matrix. ( und ) Dopaminerge Neurone und Calbindin- positive Zellen in
der y- Zone.
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Ein weiterer Teil der Melanin- haltigen Neurone befindet sich in der Calbindin-
reichen Zone, der sogenannten Calbindin- Matrix. Diese Neurone erscheinen 
ebenfalls groß und beinhalten viel Melanin (Abbildung 4E). 
Schließlich lassen sich noch Melanin- haltige Neurone außerhalb der Calbindin-
reichen Zone ausmachen, die den Neuronen der γ- Zone zugeordnet werden 
(dieser Bereich wird von Damier als Substantia nigra pars dorsalis bezeichnet). 
Diese Neurone sind kleiner als die Neurone innerhalb des Calbindin- positiven 
Neuropils der pars compacta weisen aber einen ähnlichen Melanin- Gehalt auf. 
(Abbildung 4F und 4G). Zusätzlich zeigen sich hier Zellen mit einer starken 
Calbindin- Reaktivität (Abbildung 4G), während die Neurone in der pars compacta 
Calbindin- negativ sind und lediglich das Neuropil eine Calbindin- Reaktivität 
aufweist. 
 
 
4.1.2 Calbindin- Verteilungsmuster in der intermediären 
Ebene B  
 
In dieser Ebene lassen sich nahezu alle von Damier beschriebenen Nigrosomen 
identifizieren. So lässt sich im medialen Drittel der Calbindin- reichen Zone das 
Nigrosom 2 detektieren. Direkt daneben, im ventralen Bereich, erstreckt sich über 
die lateralen zwei Drittel der Calbindin-reichen Zone das Nigrosom 1. Im dorsalen 
Bereich der Calbindin- reichen Zone sind die Nigrosomen 3 und 4 zu erkennen. 
Diese liegen direkt nebeneinander, wobei Nigrosom 3 weiter lateral liegt. 
 
Zwischen den einzelnen Nigrosomen lassen sich kaum klare Grenzen ziehen, 
vielmehr scheinen diese ineinander überzugehen. So verbinden sich Nigrosom 3 
und Nigrosom 4 miteinander. Ebenso scheint Nigrosom 1 Verbindung zum 
Nigrosom 4 zu haben (nach kaudal geht N1 in N2 über) (Abbildung 5A und 5B, 
Abbildung 6A). 
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In dieser Ebene ist Heterogenität der Melanin- haltigen Neurone besonders 
auffällig. Besonders große Zellen mit sehr hohem Melanin- Gehalt befinden sich in 
Nigrosom 4 (Abbildung 6B). 
 
 
 
 
Die Neurone in Nigrosom 3 und 2 haben insgesamt einen geringeren Melanin-
Gehalt als die in Nigrosom 4. Es lassen sich hauptsächlich große Neurone, aber 
auch kleinere ausmachen, wobei Nigrosom 3 aber insgesamt weniger Neurone 
enthält (ohne Abbildung). Die auffälligste Verteilung der Melanin- haltigen Neurone 
lässt sich in Nigrosom 1 feststellen. Hier sind die Neuronen nicht homogen über 
das gesamte Nigrosom verteilt wie in den anderen Nigrosomen, sondern in 
mehreren Zellgruppen angeordnet. So liegen Zellhaufen mit größeren Zellen und 
höherem Melanin- Gehalt neben Zellhaufen mit kleineren Zellen und geringerem 
Melanin- Gehalt (Abbildung 6C). 
 
RN
SNL
RST
FR
Calbindin
B
Calbindin
FR
Abb. 5A und B Calbindin- Markierung im Frontalschnitt, Ebene B ( Hirn 1). Darstellung der verschiedenen Nigrosomen (rot umrandet- 
Nigrosom 1; gelb umrandet- Nigrosom 2; violett umrandet- Nigrosom 3; grün umrandet- Nigrosom 4)
 
 Schematische Darstellung der
Verteilung dopaminerger Neurone (   entspr. 3-5 Neuronen). STH= Nucleus subthalamicus; RN= Nucleus ruber; SNL= Substantia nigra,
pars lateralis;RST= Tractus rubrospinalis; FR= Fasciculus retroflexus
500 µm 500 µmA
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Calbindin
RNSNL
RST
FR
Calbindin Calbindin
Abb. 6 A) 
B C
    
Calbindin- Markierung im Frontalschnitt, Ebene B (Hirn 1). ( Übersichtsaufnahme der gesamten Substantia nigra. Der weiß um-
randete, mit einem Stern markierte Bereich wird in Abbildung B in einer stärkeren Vergrößerung dargestellt. Abbildung C zeigt den mit zwei
Sternen gekennzeichneten Bereich ( ) Neurone in Nigrosom 4. ( ) Unterschiedlich große Zellgruppen innerhalb von Nigrosom 1. RN= 
Nucleus ruber; SNL= Substantia nigra pars lateralis;RST= Tractus rubrospinalis; FR= Fasciculus retroflexus
*
**
* **
500 µm
50 µm 100 µm
A
B C
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4.1.3 Calbindin- Verteilungsmuster in der kaudalen Ebene C 
 
In dieser Ebene lassen sich die Nigrosomen 1-4 erkennen, wobei eine räumliche 
Trennung der einzelnen Nigrosomen wie zuvor beschrieben kaum noch möglich 
ist. Besonders schwierig ist die Abgrenzung von N2. An der Zuordnung 
festhaltend, dass sich die dopaminergen Neurone des von Braak beschriebenen 
Subnucleus pm im Nigrosom 2 befinden, lässt sich diese Neuronengruppe zwar 
identifizieren, jedoch erscheint dieser Bereich in der Calbindin- Markierung nicht 
deutlich ausgespart als Calbindin- freie Zone innerhalb der Calbindin- Matrix, 
entsprechend der Nigrosomen- Definition. Vielmehr handelt es sich um ein 
weniger deutlich abgegrenztes Gebiet mit geringerer Calbindin- Reaktivität, 
welches direkt neben einem Bereich stärkerer Calbindin- Markierung liegt. N2 ist 
demnach in dieser Ebene auch weiter dorsal anzutreffen, mit einer geringeren 
Anzahl dopaminerger Zellen. Als ebenfalls sehr schwierig ist die Trennung von N3, 
N4 und N1 anzusehen. Diese erscheinen nahezu miteinander verschmolzen, 
wobei von N4 und N3 nur noch Reste zu erkennen sind (Abbildung 7A und 7B). 
 
Besonders viele dopaminerge Neurone mit gleichzeitig hohem Melanin- Gehalt 
und großem Zellkörper befinden sich in dieser Ebene im lateralen Anteil von N1 
(Abbildung 7C). Ebenfalls sehr zahlreich und dicht gepackt treten die 
dopaminergen Neurone in dessen am weitesten medial gelegenen Anteil auf. Im 
Nigrosom 4 finden sich im Vergleich zu Ebene B nun deutlich weniger 
dopaminerge Neurone. Diese besitzen hier auch einen kleineren Zellkörper und 
einen geringeren Melanin- Gehalt. In Nigrosom 3 sind nur noch sehr wenige 
dopaminerge Neurone enthalten. 
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Calbindin Calbindin
Calbindin
Abb. 7A - C: A Calbindin- Markierung im Frontalschnitt, Ebene C (Hirn 1). ( ) Darstellung der verschiedenen Nigrosomen (rot umrandet
Nigrosom 1; gelb umrandet- Nigrosom 2; violett umrandet- Nigrosom 3; grün umrandet- Nigrosom 4) Schematische Darstellung der 
Verteilung dopaminerger Neurone (   entspr. 3-5 Neuronen).( ) Übersichtsaufnahme der gesamten Substantia nigra (Pfeil markiert 
lateralen Anteil von N1. (  ) Detailansicht - lateraler Teil N1.
B
C
500 µm
500 µm
100 µm
A
B
C
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4.2 Verteilung der CRTL-1- markierten extrazellulären Matrix- 
Kolokalisation mit Calbindin 
4.2.1 Ebene A 
 
Die Ebene A zeigte insgesamt die höchste Anzahl CRTL-1- markierter 
perineuronaler Netze. Diese umgeben die nicht pigmentierten Neurone der pars 
lateralis und der pars reticulata (Abbildung 8A und 8B). Die dopaminergen, 
pigmentierten Neurone der pars compacta sind nicht von perineuronalen Netzen 
umgeben, werden aber von einer Vielzahl der sogenannten „Axonal coats“ 
kontaktiert. Die Dichte der ACs ist besonders hoch an den von Braak 
beschriebenen Subnuclei am, ai und al (Braak et al. 1986; Abbildung 8A-C). Beim 
Vergleich der CRTL-1- markierten Schnitte mit den direkt benachbarten Calbindin- 
markierten fällt auf, dass diese CRTL-1- positiven Patches aus ACs mit den 
Calbindin- armen Bereichen im Neuropil, den Nigrosomen, übereinstimmen 
(Abbildung 9). 
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CRTL-1
STH
RN
SNL
CRTL-1 CRTL-1
al
am
ai
Abb. 8A- C A
B
C  
 CRTL-1- Markierung im Frontalschnitt, Ebene A (Hirn 1). ( ) Übersichtsaufnahme- Intensive CRTL-1- Markierung an den 
Subnuclei am, ai und al. SNL und SNR weisen eine hohe Zahl perineuronaler Netze auf. ( ) Perineuronale Netze in der Substantia
nigra pars lateralis umgeben nicht pigmentierte Neurone, während die pigmentierten Neurone kein Netz besitzen ( ) 
( ) Axonal coats in ai in einer stärkeren Vergrößerung. 
*
*
SNR
500 µm
20 µm 10 µm
A
B C
 
 
- 42 - 
al
ai
am
Calbindin CRTL-1+
Abb. 9 Vergleich des CRTL-1 markierten Schnittes Ebene A mit dem benachbarten Calbindin-markierten Schnitt Ebene A (mit Photoshop
übereinander gelegt, grün= CRTL-1-Markierung; rot= Calbindin-Markierung). Schematische Darstellung der Verteilung der perineuronalen
Netze, wobei ein Stern 3-5 vollständigen Netzen entspr icht.
500 µm
 
4.2.2 Ebene B 
 
Klar konturierte Netze befinden sich in dieser Ebene zum größten Teil in der 
Substantia nigra pars lateralis. In der pars reticulata sind weniger netztragende 
Zellen als in Ebene A zu finden, jedoch befinden sich zwischen den einzelnen 
Nigrosomen mehr perineuronale Netze (Abbildung 10A und 10B). Auch im Bereich 
der γ- Zone liegen einige nicht- pigmentierte, netztragende Neurone. In dieser 
Ebene wird die Kongruenz der CRTL-1- positiven Patches zu den Nigrosomen 
besonders deutlich (Abbildung 11). Eine besonders hohe Dichte von ACs fällt an 
den Neuronen der Subnuclei ps, entsprechend Nigrosom 4, und pl, entsprechend 
Nigrosom 1 auf, wobei sich gerade bei letzterem eine deutliche Heterogenität in 
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der CRTL-1- Reaktivität erkennen lässt. So befinden sich besonders viele ACs um 
die Zellhaufen mit größeren Zellen und höherem Melanin- Gehalt (Abbildung 10A-
D). Eine ebenfalls hohe Dichte von ACs ist an den Neuronen zu sehen die sich in 
Nigrosom 3 befinden (Braaks pars magnocellularis). Unter Berücksichtigung, dass 
Nigrosom 1 den größten Flächen-anteil einnimmt, ist die Dichte extrazellulärer 
Matrix im Verhältnis zur Fläche im dorsalen Anteil der SN, also in Nigrosom 4 und 
Nigrosom 3, am höchsten. 
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CRTL-1 CRTL-1
SNL SNL
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SNR
Abb. 10 A- D A und B
 
C D
CRTL-1- Markierung im Frontalschnitt, Ebene B (Hirn 1) ( ) Übersich tsaufnahme- Intensive CRTL-1- Markierung an
 den Subnuclei pm, ps und pl.Die Überzahl perineuronaler Netze befindet sich in der Substantia nigra pars lateralis und pars reticularis.
( ) Hohe Dichte von ACs in Subnucleus ps, hier befinden sich hauptsächlich große, stark Melanin-haltige Neurone. ( ) Unterschiedliche
 Dichte von ACs in N1 entsprechend den verschiedenen Zellgrößen. SNL= Substantia nigra pars lateralis; SNR= Substantia nigra pars
 reticulata; RN= Nucleus ruber; pm= posteromedialer/ ps= posterosuperiorer/ pl=posterlateraler Subnucleus; m= pars magnocellularis   
ps
pl
pm
m
pl
pm
m
pl
pl
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  1mm
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CRTL-1
+
Calbindin
CRTL-1
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  1mm
Abb. 11A und 11B Vergleich des CRTL-1 markierten Schnittes Ebene B mi t dem benachbarten Calbindin-markierten Schnitt Ebene B (mit
Photoshop übereinander gelegt, grün= CRTL-1-Markierung; rot= Calbindin- Markierung). Schematische Darstellung der Verteilung der
perineuronalen Netze, wobei ein Stern 3-5 vollst ändigen Netzen entspricht.Übereinstimmung der Patches aus AC´s mit den Nigrosomen 
wird deutlich.
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SNR
ps
pl
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4.2.3 Ebene C 
 
Auch in dieser Ebene befindet sich der Großteil klar konturierter Netze an nicht 
pigmentierten Neuronen in der pars lateralis und der pars reticulata. Weitere 
netztragende Zellen sind in der γ- Zone und in direkter Nachbarschaft zu 
Nigrosom zu finden (bei Hirn 1 in N2). Die höchste Dichte von ACs findet sich im 
lateralen Anteil von Nigrosom 1, sowie in dessen am weitesten medial gelegenen 
Anteil. Auch Nigrosom 4, mehr aber noch Nigrosom 2 weisen eine starke CRTL-1- 
Immunreaktivität auf (Abbildung 12A und 12B). 
 
Zur Veranschaulichung des dreidimensionalen Systems aus Nigrosomen und 
dessen Übereinstimmung mit den Verteilungsmustern extrazellulärer Matrix, 
befindet sich im Anhang weiterführendes Bildmaterial. Zusätzlich wurde der 
vorliegenden Arbeit eine CD mit einer 3D- Rekonstruktion der Substantia nigra 
beigelegt. 
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Abb. 12 (A) 
 
(B) 
CRTL-1- Markierung im Frontalschnitt, Ebene C (Hirn 1) Übersich tsaufnahme- Intensive CRTL-1- Markierung an
den Subnuclei  pm, ps und pl. Die Überzahl perineuronaler  Netze befindet sich  in der Substantia nigra pars lateralis und pars reticularis.
Starke CRTL-1- Reaktivi tät in pm. pm= posteromedialer / ps= posterosuperiorer/ pl= posterlateraler Subnucleus; m= pars magnocellularis
Vergle ich des CRTL-1 markierten Schnittes Ebene C mit dem benachbarten Calbind in- markierten Schnitt Ebene C (mit Photoshop 
übereinander gelegt, grün= CRTL-1- Markierung; rot= Calbindin- Markierung). Schematische Darstel lung der Verte ilung der perineu-
ronalen Netze, wobei ein Stern 3-5 vollständigen Netzen entspricht. Übereinstimmung der  Patches aus ACs mit den Nigrosomen wird
deutlich
A
B
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4.3 Darstellung der extrazellulären Matrix mit anti- HAG 
 
Für die Darstellung der Aggrecan- basierten extrazellulären Matrix mit anti- HAG 
wurden wiederum Gefrierschnitte der drei Kontrollhirne verwendet. Es wurden 
Nachbarschnitte der CRTL-1- markierten Gefrierschnitte entsprechend den drei 
definierten Ebenen A, B und C untersucht. 
Für alle drei Ebenen lässt sich feststellen, dass die Markierungsmuster von anti-
HAG und anti- CRTL-1 eine starke Kongruenz aufweisen (Abbildung 13A-C). So 
werden mit anti- HAG ebenfalls die klar konturierten perineuronalen Netze in der 
pars lateralis und der pars reticulata der Substantia nigra dargestellt (Abbildung 
13D). Einzelne perineuronale Netze finden sich an nicht pigmentierten Neuronen 
in der Matrix der pars compacta, sowie im Bereich der γ- Zone. Axonal coats 
werden in der SN mit anti- HAG weniger deutlich dargestellt, sodass die im Vorfeld 
beschriebenen Patches in dieser Darstellung nicht detektiert werden können 
(Abbildung 13E und 13F). Auffällig ist aber eine starke Immunreaktivität im Bereich 
des posteromedialen Subnucleus in Ebene C (Abbildung 13C).  
- 49 - 
   HAG
Abb. 13A- F A B C
D E
F
HAG- Markierung in den Ebenen A ( ), B ( ) und C ( ) im Frontalschnitt (Hirn 1) Übersichtsaufnahmen- Perineuronale Netze
befinden sich hauptsächlich in SNL und SNR. Das e ingerahmte, mit zwei Sternen markierte Gebiet in Abb. A wird in Abb. E vergrößert dar-
gestellt. Das eingerahmte, mit einem Stern gekennzeichnete Gebiet in Abb. B wird in Abb D, das mit drei Sternen gekennzeichnete Gebiet 
wird in Abb. F vergrößert dargestellt ( ) Perineuronale Netze in SNL ( ) Detailansicht des Subnucleus ai- Patches wie in der CRTL-1-
Markierung werden nicht dargestellt( vgl. Abb.8c). ( ) Detailansicht Nigrosom 4- auch hier geringere Immunreaktivität mit HAG als mit 
CRTL-1 (vgl. Abb.10C) STH= Nucleus subthalamicus; RN= Nucleus ruber; SNL= Substantia nigra pars lateralis; SNR= Substantia nigra pars
reticulata
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4.4 Darstellung der extrazellulären Matrix mit Anti-Proteo-
glykanΔDi-0S (Klon:1B5) 
 
Wie bereits beschrieben reagiert dieser Antikörper mit den nach Verdau mit 
Chondroitinase ABC verbliebenen Chondroitin- Seitenketten- Resten und zwar 
spezifisch mit dem nicht sulfatierten Chondroitin. In den Kontrollhirnen lassen sich 
mit diesem Antikörper ebenfalls perineuronale Netze darstellen. Diese befinden 
sich wieder an den nicht pigmentierten Neuronen der pars reticulata und der pars 
lateralis (Abbildung 14A-C). Im visuellen Vergleich mit den Netzdarstellungen 
durch anti- CRTL-1 und anti- HAG lassen sich in der Darstellung mit anti-
ProteoglykanΔDi-0S weniger perineuronale Netze erkennen (Abbilddung 14B). 
Wie auch schon in der Immunreaktion mit anti- HAG werden Axonal coats nur 
vereinzelt dargestellt, sodass die Patches aus ACs kaum zu detektieren sind. 
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    1B5**
1mm
    1B5
RN
*
**
    1B5 *
*Abb. 14A- C A
B
C
 Darstel lung der extrazellulären Matrix mit 1B5 in der Ebene B im Transversalschnitt (Hirn 4) ( )Übersichtsaufnahme- 
Perineuronale Netze in der SNR und SNL. Das eingerahmte, mit e inem Stern gekennzeichnete Gebiet wird in Abb. B in einer stärkeren 
Vergrößerung dargestellt. Das eingerahmte, mit zwei Sternen gekennzeichnete Gebiet wird in Abb. C vergrößert gezeigt ( ) Vergrößerte
Darstellung der PNs in der SNL und in der Umgebung von Nigrosom 1 ( )
20 µm
100 µmA B
C
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4.5 Verteilung der Peptide 
 
Das gesamte Neuropil der Substantia nigra zeigt eine starke Immunreaktivität für 
Substanz P, dessen Verteilung sehr dem Verteilungsmuster von Calbindin D₂₈K 
ähnelt, insbesondere in der dorsalen Schicht der Substantia nigra. Sehr deutlich 
wird dies an Aussparungen im Substanz P- positiven Neuropil, die in ihrer 
Ausdehnung den Nigrosomen 3 und 4 entsprechen (Abbildung 15A). Im 
Gegensatz zur Calbindin- Markierung zeigen sich in den Substanz P markierten 
Schnitten nur immunreaktive Nervenfasern. Immunreaktive Nervenzellen wie sie in 
der γ- Zone bei den Calbindin- markierten Schnitten zu finden sind, sind nicht zu 
sehen.  
 
Bei den Enkephalin- markierten Schnitten ist eine starke Immunreaktivität haupt-
sächlich im ventralen Bereich der Substantia nigra zu erkennen. Enkephalin- freie 
Gebiete finden sich hier im äußerst lateralen und medialen Bereich von 
Nigrosom 1 (Abbildung 15B und 15C). Sowohl für die Verteilung von Substanz P, 
als auch von Enkephalin lässt sich feststellen, dass die Aussparungen im 
immunreaktiven Neuropil vor allem um dopaminerge Zellgruppen mit großen 
Zellkörpern und hohem Melanin- Gehalt besonders klar und deutlich sind (N3, N4, 
teilw. N1). 
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Substanz P
1mm
Enkephalin
RN
RNSNL
SNR
SNL
SNR
Abb. 15A 
Abb. 15B und C 
B
B und C
Darstellung des Neuropils der Substantia nigra mit Substanz P(Frontalschnitt, Ebene B, Hirn 1). Starke Immunreaktivität in der 
gesamten SN. Deutlich zu sehen sind Aussparungen im Neuropil, die in ihrer Form Nigrosom 3 und 4 entsprechen (vgl. Abb. 5)
Darstellung des Neuropils der Substantia nigra mit Enkephalin (Frontalschnitt, Ebene B, Hirn 1). Die Immunreaktiviät
beschränkt sich auf den ventralen Anteil der SN, besonders im medialen Anteil von Nigrosom 1 ( ) und dessen am weitesten lateral gelegen
Anteil ( ). 
Enkephalin
A
B
C
500 µm
200 µm
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4.6 Verteilung der extrazellulären Matrix bei Morbus 
Parkinson 
 
Klar umrissene perineuronale Netze lassen sich im Falle eines vorliegenden 
Morbus Parkinson sowohl mit anti- CRTL-1, als auch mit anti-  AG vor allem in der 
Substantia nigra pars lateralis darstellen. Auch in der Substantia nigra pars 
reticulata lassen sich netztragende Neurone mit beiden Antikörpern nachweisen. 
Im visuellen Vergleich mit den Kontrollen erscheinen die Netze jedoch in Form und 
Zahl besonders im Bereich der pars reticulata leicht verändert (Abbildung 16A-D). 
So lassen sich insgesamt möglicherweise weniger Netze feststellen, von denen 
wiederum ein Teil nicht mehr klar umrissen ist, sondern teilweise fragmentiert 
erscheint (Abbildung 16C und 16D). Die Darstellung der Patches aus ACs ist wie 
bereits bei den Kontrollhirnen beschrieben nur mit anti- CRTL-1 möglich. Auch hier 
zeigt sich eine scheinbar verminderte Intensität der Immunreaktion. Deutliche 
Patches sind vor allem in N3 und N4 zu erkennen. Einerseits sind hier noch relativ 
viele dopaminerge Neurone zu erkennen, andererseits weist der mediale Teil von 
N1 ebenfalls noch eine recht hohe Zahl dopaminerger Neurone auf, wobei hier 
Intensität der CRTL-1- Markierung wesentlich geringer ist (Abbildung 16A). 
 
Deutliche Unterschiede im Vergleich der Parkinson- Fälle mit den Kontrollen sind 
in der Darstellung der extrazellulären Matrix mit anti- ProteoglykanΔDi-0S zu 
erkennen. Hierbei sind bei den Parkinson- Fällen nur ganz vereinzelt intakte 
perineuronale Netze zu detektieren. Zum überwiegenden Teil sind jedoch nur 
noch fragmentierte, punktartig dargestellte Strukturen zu identifizieren (Abb. 16E). 
Diese Veränderungen sind jedoch nicht auf die Substantia nigra beschränkt, 
sondern betreffen auch benachbarte Regionen, wie unter anderem den Nucleus 
ruber oder die Kerngebiete des Nervus oculomotorius. 
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  CRTL-1*     HAG
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    1B5
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CRTL-1 Kontrolle
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RN
  CRTL-1 Parkinson
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Abb. 16 
A B
C D
E
Darstellung der extrazellulären Matrix bei Morbus Parkinson (Transversalschnitt, Hirn4, Ebene B) Vergleich der Verteilung CRTL-1
-markierter EZM bei e inem Parkinson- Fall ( ) mit einem Kontrollhirn ( ) .Der eingerahmte mit einem Stern (*) gekennzeichnete Bereich in 
Abb. 16A wird in Abb. 16C vergrößert dargestellt. Patches aus ACs sind vorrangig im Bereich von Nigrosom 3 (violett umrandet) und 
Nigrosom 4 (grün umrandet) zu finden. In Nigrosom 1 (rot gestrichelt umrandet) sind bereits viele dopaminerge Neurone degeneriert- ACs
sind kaum dargestellt. PNs lassen sich sowohl mit CRTL-1 ( ) als auch mit HAG ( ) in der SNL finden (Pfeile), allerdings in geringerer
Zahl und zum Teil fragmentiert ( ). In der Immunreaktion mit 1B5 lassen sich größtente ils nur Fragmente extrazellulärer Matrix darstellen.
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C D
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4.7 Darstellung der Gliazellen- Kontrolle vs. Parkinson 
 
Der Nachweis von Mikroglia erfolgte wie bereits beschrieben mit anti- HLA, 
Astroglia konnten mittels anti- GFAP dargestellt werden. Das Erscheinungsbild 
beider Arten von Gliazellen ist für die Kontrollhirne jeweils als unauffällig zu 
beschreiben: es sind größtenteils ruhende Gliazellen, mit schmalen Zellkörpern 
und dünn verzweigten Fortsätzen zu sehen. Diese sind relativ gleichmäßig über 
die gesamte Substantia nigra verteilt (Abbildung 17A und B; Abbildung 18A). Im 
Falle eines vorliegenden Morbus Parkinson ist für das Erscheinungsbild der 
Gliazellen eine drastische Veränderung zu verzeichnen. Die Zellzahl sowohl von 
Mikroglia (Abbildung 17C und 17D), als auch von Astroglia (Abbildung 18C und 
18D) ist stark erhöht. Die aktivierten Gliazellen weisen geschwollene Zellkörper 
und dicke, kräftige Fortsätze auf. Vor allem die Mikroglia erscheint stark aktiviert. 
Dies gilt für die gesamte Substantia nigra, in besonderem Maße aber für die 
Region von Nigrosom 1 (Abbildung 17B). 
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 anti- HLA / Kontrolle
 anti- HLA / Parkinson
Abb. 17 A
17 B 
 Darstellung der Mikroglia mit anti- HLA bei einem Kontrollhirn. Unauffälliges Bild mit größtenteils ruhenden Gliazellen in 
                  Nigrosom 1. 
         Darstellung der Mikroglia mit anti- HLA bei vorliegendem Morbus Parkinson- aktivierte Mikroglia in Nigrosom1  
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Darstellung der Astroglia mit GFAP bei einem Kontrollhirn ( und ) und einem Parkinson-Fall ( und ) mit Aktivierung und 
erhöhter Zahl von Gliazellen be im Parkinson- Fall. Das eingerahmte Gebiet in D wird in noch einmal in einer stärkeren Vergrößerung
gezeigt. ( ) Weitere Detailansicht aktivierter Astroglia.
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5 Diskussion 
5.1 Kompartimentale Organisation der SN 
 
Wie vorangehend beschrieben gab es bereits in der Vergangenheit mehrfach 
Beschreibungen zur strukturellen Organisation der Substantia nigra. Im Laufe der 
Arbeit konnten viele Übereinstimmungen zu bereits bestehenden Gliederungen 
gefunden werden (siehe Tabelle 1) und mit der Beschreibung der Verteilung 
extrazellulärer Matrix innerhalb der Substantia nigra findet sich ein weiteres 
bedeutendes Hilfsmittel um deren strukturelle Organisation zu erfassen. Zunächst 
lässt sich die bereits von Hassler beschriebene Zweischichtigkeit der SNc, 
bestehend aus ventralem und dorsalem Anteil, wiederfinden (Hassler, 1937). 
Dabei sind die pigmentierten Zellen in Zellgruppen arrangiert. Aufgrund der 
übereinstimmenden Schnittebene wurde in der vorliegenden Arbeit die Benennung 
der Zellgruppen wie von Braak vorgeschlagen beibehalten. So findet sich im 
rostralen Anteil der SN eine anteriore Zone mit den drei Subnuclei am, ai, al, 
weiter kaudal ist dann der posteriore Anteil mit den Subnuclei ps, pl, und pm 
gelegen. Hierbei entspricht ps der dorsalen Schicht der SNc, pm und pl bilden den 
ventralen Anteil. Die Neurone innerhalb der Subnuclei unterscheiden sich in 
Größe und Melanin- Gehalt. Dabei lässt sich feststellen, dass die Zellen im 
dorsalen Anteil größer sind und mehr Melanin enthalten als die im ventralen Anteil, 
was mit den Aussagen früherer Autoren übereinstimmt (Gibb und Lees, 1991; 
Gibb, 1992). Die Gruppen pigmentierter Neurone ließen sich eindeutig den von 
Damier et al. beschriebenen Nigrosomen zuordnen (Damier et al., 1999). Neu ist, 
dass sich auch in der Verteilung der extrazellulären Matrix ein damit 
übereinstimmendes Prinzip erkennen lässt: die pigmentierten Neurone innerhalb 
der Nigrosomen sind von EZM in Form von Axonal coats umgeben. Hierbei 
werden große Zellen mit einem hohen Gehalt an Neuromelanin von besonders 
vielen ACs kontaktiert, was sich in einer starken Immunreaktivität für anti- CRTL-1 
äußerte. Dementsprechend findet sich die höchste Dichte extrazellulärer Matrix in 
den Nigrosomen 3 und 4. Der Zusammenhang zwischen Zellgröße, Melanin- 
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Gehalt und Dichte von ACs wird besonders im Nigrosom 1 deutlich. Die einzelnen 
Gruppen pigmentierter Neurone unterscheiden sich hier stark hinsichtlich der 
Zellgröße und der Pigmentierung, infolgedessen ist die Verteilungsdichte der ACs 
entsprechend heterogen mit eindeutig höherem Auftreten an Zellgruppen mit 
größeren Zellen und höherem Melanin- Gehalt. Extrazelluläre Matrix in Form von 
perineuronalen Netzen kommt nur an den nicht pigmentierten Neuronen der SNl 
und SNr vor. Während aber die perineuronalen Netze dieser Regionen sich mit 
anti- CRTL-1, anti- HAG und anti- ProteoglykanΔDi-0S (1B5) darstellen ließen, 
war eine klare immunhistochemische Darstellung der ACs nur mit anti- CRTL-1 
möglich. Möglicherweise unterscheidet sich also diese Form der extrazellulären 
Matrix von den perineuronalen Netzen hinsichtlich des Aggrecan- Gehalts und des 
Sulfatierungsmusters der Chondroitinsulfat- Seitenketten. 
Einen weiteren Hinweis auf die strukturelle Gliederung der SN gibt die heterogene 
Verteilung und Beschaffenheit der GABAA- Rezeptoren. Diese sind in der SN aus 
den Untereinheiten α₁, α₂, α₃, β₂,₃ und γ₂ zusammengesetzt. Während die Neurone 
der SNr α₁‐, α₃‐, β₂,₃‐ und γ₂‐ Untereinheiten besitzen, sind an den pigmentierten 
Neuronen der SNc vorrangig α₃‐ und γ₂- Untereinheiten lokalisiert. Nur an einem 
sehr geringen Teil dieser Neurone sind auch zusätzlich α₁‐ und β₂,₃- Untereinheiten 
zu finden (Waldvogel et al., 2008). Demnach könnte die Wirkung von GABA sich 
innerhalb dieser Neuronengruppen unterscheiden. Derzeitig liegen aber nicht 
ausreichend Informationen darüber vor, ob und inwiefern sich das Vorkommen der 
verschiedenen Rezeptor- Untereinheiten im ventralen Teil der SNc vom dorsalen 
Anteil der SNc unterscheidet oder sogar Unterschiede in den einzelnen Nigro-
somen festzustellen sind. Möglicherweise befinden sich die Neurone die zusätzlich 
α₁‐ und β₂,₃‐ Untereinheiten exprimieren eher im dorsalen Anteil der SNc.  
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5.2 Nigrostriatale Projektionen 
 
Das Vorkommen von Substanz P, Enkephalin und Calbindin im Neuropil der 
Substantia nigra spiegelt die striatonigralen Verbindungen wider (Haber und 
Groenewegen, 1989; Gibb, 1992). Ein Teil der Projektionsneurone im Striatum 
enthält neben GABA auch Substanz P, ein anderer Teil enthält GABA und 
Enkephalin (Herrero et al, 2002). Diese haben verschiedene Projektionsziele. So 
zeigt das gesamte Neuropil der Substantia nigra eine starke Immunreaktivität für 
Substanz P, während eine starke Enkephalin- Markierung eher auf das ventrale 
Gebiet beschränkt ist. Demnach scheinen die Substanz P- produzierenden 
Projektionsneurone des Striatum neben GPi und SNr, sowohl zum dorsalen Anteil 
der SN, als auch zu deren ventralen Anteil zu projizieren, während die Afferenzen 
der Enkephalin- Neurone ein kleineres Gebiet, nämlich nur den ventralen Anteil 
erreichen. Wie im Vorfeld beschrieben projizieren die Enkephalin- enthaltenden 
Neurone des Striatum zum GPe, allerdings konnte noch eine weitere 
Neuronenpopulation im Striatum von Ratten identifiziert werden, die sowohl 
Substanz P, als auch Enkephalin enthält und zur SNc projiziert (Wang et al., 
2007). Möglicherweise handelt es sich auch beim Enkephalin- positiven Neuropil 
der menschlichen SNc um Terminalen solcher Substanz P und Enkephalin- 
enthaltenden Neurone. 
Das Calbindin- positive Neuropil der SN scheint ebenso durch die afferenten 
Fasern der GABAergen striatalen Neurone gebildet zu werden (Kiyama et al, 
1990). Da die Verteilung von Substanz P der von Calbindin in der SN stark ähnelt 
scheint es sich dabei um nahezu dieselbe Population von Projektionsneuronen zu 
handeln. Die Aussparungen im Substanz P- positiven Neuropil entsprechen zum 
Teil den Nigrosomen im Calbindin- positiven Neuropil.  
Der Sinn dieser Kompartimentalisierung der Substantia nigra in Nigrosomen und 
Matrix könnte in unterschiedlichen Projektionswegen liegen. So ist bei Ratten eine 
ähnliche Strukturierung des Striatum in Patches bzw. Striosomen und Matrix 
beschrieben worden, wobei die Neurone der striatalen Patches zur SNc, die der 
striatalen Matrix zur SNr projizieren (Gerfen 1984, 1985). Umgekehrt projizieren 
die Calbindin- positiven Neurone der dorsalen SNc, der SNr, der VTA und des 
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Nucleus retrorubralis zur striatalen Matrix, die der ventralen SNc zu den 
Striosomen (Gerfen et al., 1987). Für den Menschen wird ein ähnliches Pro-
jektionssystem vermutet, wobei der Unterschied darin besteht, dass es in der SNc 
keine Calbindin- positiven Zellen gibt. Dennoch scheinen die Neurone des 
dorsalen Anteils zur striatalen Matrix, die des ventralen Anteils zu den Striosomen 
zu projizieren (Gibb, 1992). Zusätzlich scheint sich dabei die ventral- dorsal 
Beziehung umzukehren, sodass die ventralen SN- Neurone zum dorsalen 
Striatum und die dorsalen SN- Neurone eher zum ventralen Striatum projizieren. 
Dies scheint sich mit Hilfe der Positronen- Emissions- Tomografie zu bestätigen 
(Leenders und Oertel, 2001). Hierbei wurde die Aufnahme der Tracer- Substanz 
F- DOPA (6-[F-18]- Fluoro- L- Dopa) im Striatum von Parkinson- Patienten 
untersucht. Diese wird enzymatisch in Fluoro- Dopamin umgewandelt und 
akkumuliert in den Terminalen dopaminerger Nervenfasern. Es zeigte sich, dass 
die F- DOPA- Level im dorsalen Striatum am geringsten waren, während die am 
stärksten von Neurodegeneration betroffen Gebiete der SN bei PD im ventralen 
Anteil der SN liegen (siehe 7.3). 
Umgekehrt zeigt sich in der Kompartimentalisierung des SN- Neuropils in 
Nigrosomen und Calbindin- Matrix möglicherweise, dass der überwiegende Teil 
der striatonigralen Afferenzen die nigrale Matrix erreicht, da hier der Großteil der 
Neurone liegt (Damier et al., 1999). Diese möglichen Unterschiede in den Pro- 
jektionswegen der verschiedenen Kompartimente könnten eine Erklärung für die 
unterschiedliche Vulnerabilität der SN- Neurone im Zuge neurodegenerativer 
Erkrankungen wie dem Morbus Parkinson sein.  
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5.3 Selektive Vulnerabilität der SN- Neurone und mögliche 
Ursachen 
 
Der Morbus Parkinson ist charakterisiert durch einen progressiven Verlust der 
pigmentierten Neurone der Substantia nigra. Hierbei zeigen die verschiedenen 
Neuronengruppen eine unterschiedliche Empfindlichkeit hinsichtlich der 
Neurodegeneration. Während der ventrale Anteil der SNc recht stark betroffen ist, 
scheinen die Neurone der VTA weit weniger empfindlich zu sein (Saper, 1999). In 
verschiedenen Studien wurde nachgewiesen, dass die weniger Neuromelanin 
enthaltenden Neurone der ventralen SNc stärker von den neurodegenerativen 
Vorgängen im Verlauf eines Morbus Parkinson betroffen sind, als die stärker 
melanisierten Neurone der dorsalen Schicht (Gibb und Lee, 1991; Fearnley und 
Lees, 1991; Gibb, 1992). Am stärksten betroffen ist dabei der ventrolaterale Anteil 
bzw. nach der hier angewendeten Nomenklatur der posterolaterale. Dies stimmt 
mit den Ergebnissen überein zu denen Damier und Mitarbeiter (1999) gekommen 
sind. Es wurde ein höherer Neuronenverlust in den Nigrosomen als in der Matrix 
festgestellt, wobei dieser am größten im Nigrosom 1 war, während die Neurone in 
den dorsal liegenden Nigrosomen weniger betroffen waren. Die Tatsache, dass 
vor allem die weniger melanisierten Neurone besonders vulnerabel sind, spricht 
eher gegen eine direkt toxische Wirkung von Melanin. Dennoch scheint es eine 
kritische Rolle bei der Neurodegeneration zu spielen. Möglicherweise 
unterscheidet es sich dabei in seiner Funktionsweise von der im gesunden Gehirn 
(Double und Halliday, 2006). Auffällig ist ebenfalls die Übereinstimmung von 
hohem Melanin- Gehalt und erhöhtem Vorkommen extrazellulärer Matrix. Wie 
beschrieben ist die Dichte der ACs im stärker melanisierten dorsalen Bereich der 
Substantia nigra am höchsten, also in Nigrosom 3 und Nigrosom 4. Die Neurone 
innerhalb dieser Nigrosomen haben sich als weniger vulnerabel erwiesen, als jene 
in den ventral liegenden Nigrosomen, in welchen eine insgesamt geringere Dichte 
von ACs zu verzeichnen war. Nachfolgend soll deshalb auf die mögliche protektive 
Wirkung der extrazellulären Matrix näher eingegangen werden. 
- 64 - 
Schließlich könnte auch noch das ungleiche Vorkommen Kalzium- bindender 
Proteine ein Grund für die unterschiedliche Empfindlichkeit von Neuronen 
gegenüber schädlichen Einflüssen sein (Dickson, 2007). Kalzium- bindenden 
Proteinen wie Calbindin D₂₈K und Parvalbumin wird eine protektive Funktion durch 
Regulation des intrazellulären Kalziumspiegels zugesprochen (Ho et al., 1996; 
Baimbridge et al., 1992; Iakopino et al., 1990). Dies würde zwar erklären warum 
Neurone der medioventralen Gruppe und der γ- Zone, die Calbindin- positiv sind, 
kaum vulnerabel, die der Substantia nigra pars compacta dagegen stark 
vulnerabel sind. Allerdings würde sich damit nicht die unterschiedliche Empfind-
lichkeit der verschiedenen Neuronenpopulationen in deren einzelnen Kompar-
timenten erklären.  
Insgesamt lässt die unterschiedliche Vulnerabilität der SN- Neurone innerhalb der 
einzelnen Kompartimente mehrere Schlussfolgerungen zu – entweder sind die 
dopaminergen Neurone in den einzelnen Nigrosomen unterschiedlichen Mengen 
von endogenen oder exogenen Toxinen ausgesetzt oder sie verfügen über 
unterschiedlich starke Schutzmechanismen.  
 
 
5.4 Extrazelluläre Matrix- Protektion vor Neurodegeneration 
 
Neben der bedeutenden Rolle während Reifungsprozessen, wie der Hemmung 
des Neuritenwachstums, Stabilisierung synaptischer Kontakte und somit 
Limitierung der synaptischen Plastizität (Rhodes und Fawcett, 2004), werden der 
extrazellulären Matrix noch ein Reihe anderer Funktionen zugeschrieben. 
Ermöglicht werden diese durch vielfältige Interaktion ihrer Komponenten mit 
zahlreichen Molekülen, wie zum Beispiel trophischen Faktoren, Transmitter-
rezeptoren oder Ionenkanälen (Bandtlow und Zimmermann, 2000; Dityatev et al., 
2006). So nimmt die extrazelluläre Matrix möglicherweise auch Einfluss auf den 
Erregungszustand von Neuronen, durch Regulierung des Ioneneinflusses oder 
auch auf die Freisetzung von Transmittern (Dityatev et al., 2006). Nachweislich 
können Chondroitin- 4- und Chondroitin- 6- Sulfat durch Modulation der 
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extrazellulären Ionenkonzentration bestimmte spannungsabhängige Kalzium- 
Kanäle beeinflussen (Vigetti et al., 2008). Neueste Ergebnisse zeigen, dass 
hierbei wahrscheinlich durch elektrostatische Vorgänge die Diffusionseigen-
schaften der Ionen verändert werden (Hrabetova et al., 2009). Perineuronale 
Netze sind demnach in der Lage die neuronale Aktivität zu beeinflussen – eine 
Störung dieses Schutzsystems resultiert in einer höheren Erregbarkeit der 
betroffenen Neurone (Dityatev et al., 2007). Dies stellt eine mögliche Erklärung der 
geringeren Vulnerabilität netztragender Neurone dar. Daneben scheint es den 
Komponenten von perineuronalen Netzen, aufgrund ihrer Fähigkeit Eisen und 
reaktive Sauerstoffintermediate zu binden, möglich zu sein oxidativen Stress zu 
reduzieren und so Zellen vor der Zerstörung durch freie Radikale zu schützen 
(Albertini et al., 2000; Morawski et al., 2004; Wu et al, 2005). Prozesse, die mit 
erhöhtem oxidativen Stress einhergehen, wie der Dopaminstoffwechsel, erfordern 
stärkere Schutzmechanismen. Das könnte erklären warum um stärker 
melanisierte Neurone, die also eine erhöhte Dopaminsynthese aufweisen, 
vermehrt extrazelluläre Matrix in Form von ACs existiert. Warum sind dann aber 
genau diese Neurone nicht von einem perineuronalen Netz umgeben? Möglicher-
weise würde ein relativ „starres“ Netz einen erhöhten Schutz bieten, gleichzeitig 
aber vielleicht auch die Funktion des Neurons, zum Beispiel durch Behinderung 
der schnellen synaptischen Plastizität, einschränken. Neueste Untersuchungen 
scheinen dies zu bestätigen. So konnte an Neuronen von Ratten nachgewiesen 
werden, dass die Synapsen- umgebende EZM eine Art Diffusionsbarriere für den 
AMPA- Typ- Gutamat- Rezeptor darstellt und somit möglicherweise die schnelle 
synaptische Plastizität beeinflusst (Frischknecht et al., 2009). 
 
Die Degeneration der dopaminergen Neurone im Verlauf der Parkinsonschen 
Erkrankung ist immer auch von einer Gliose, einer Aktivierung der Gliazellen 
begleitet (McGeer et al., 1988; Mosley et al, 2006). Während den Astroglia eine 
eher neuroprotektive Funktion durch Sekretion neurotrophischer Faktoren zuge-
sprochen wird (Aloisi, 1999; Mena et al., 2008), wird die Mikroglia eher mit zyto-
toxischen Vorgängen in Verbindung gebracht. Die Aktivierung der Mikroglia 
resultiert in einer Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und Prostaglandine, 
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sowie einer Erhöhung des oxidativen Stresses durch die Produktion freier Radi-
kale (Liu und Hong, 2003; Kim und Joh, 2006). Somit könnte der zusätzliche 
oxidative Stress durch Mikrogliaaktivierung das Schutzsystem aus extrazellulärer 
Matrix „überlasten“. 
In verschiedenen Studien mit Parkinson- Modellen wurde belegt, dass eine 
maximale Mikroglia- Aktivierung auftritt, bevor die ersten Neurone beginnen zu 
degenerieren (Liu und Hong, 2003; Marinova- Mutafchieva et al., 2009). An HIV-
infizierten Gehirnen wiederum wurde festgestellt, dass die netzassoziierten 
Neurone einen nahezu vollständigen Verlust der perineuronalen Netze aufwiesen. 
Gleichzeitig waren aber keine weiteren Veränderungen dieser Neuronen-
population zu ermitteln (Belichenko et al., 1997). Diese Ergebnisse lassen 
vermuten, dass es zuerst zu einer Schädigung der extrazellulären Matrix kommt, 
wodurch die Neurone zytotoxischen Einflüssen der Umgebung und ungeregelter 
Transmitterübertragung schutzlos ausgeliefert sind. Die Folge ist der Zelltod.Der 
Verlust von Neuronen selbst scheint am Fortschreiten der neurodegenerativen 
Prozesse beteiligt zu sein, da die Neurone eine Mikrogliaaktivierung unterdrücken 
(Kim und Joh, 2006). Mit Verlust der Neurone fällt demnach auch diese Hemmung 
weg. Möglicherweise stellt die Aktivierung von Astroglia einen Kompensations-
mechanismus dar. 
Eine weitere protektive Eigenschaft der extrazellulären Matrix zeigt sich am 
Beispiel von Tenascin- R. Dieses kann aufgrund verschiedener Domänen 
modulierend auf die mikroglialen Funktionen einwirken. So kann eine EGFL- 
(epidermal growth factor- like) Domäne die Adhäsion und Migration von Mikroglia 
hemmen, während über eine FN6-8- (fibronectin type- like) Domäne diese 
Vorgänge gefördert werden. Beide Domänen können die Freisetzung neurotropher 
Faktoren stimulieren (Liao et al., 2005). Diese modulierende Wirkung wurde auch 
für CSPGs nach Rückenmarksverletzungen beschrieben (Rolls et al., 2008). 
Dabei stellte man fest, dass die Hemmung der CSPG- Synthese direkt nach einer 
Verletzung des Rückenmarks in einer schlechteren Heilung und erhöhtem 
Gewebeverlust resultierte. Unterblieb diese Hemmung, so waren die CSPGs in 
der Lage die Funktionen der Gliazellen im Narbengewebe zu beeinflussen. 
Daraufhin setzen diese vermehrt Axonenwuchs- förderndes IGF-1 und weniger 
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zytotoxisches TNF-α frei. Somit wird den CSPGs eine protektive Funktion in der 
frühen posttraumatischen Phase zugesprochen. Ihre Barrierefunktionen, die dann 
eher hinderlich für die Geweberegeneration sind, scheinen erst im späteren 
Heilungsverlauf eine Rolle zu spielen. 
Dass aktivierte Mikroglia und oxidativer Stress an den Vorgängen der Neuro-
degeneration beteiligt sind, wird von vielen Autoren als erwiesen angesehen 
(McGeer, 2008; Kim und Joh, 2006; Liu und Hong, 2002).Hierbei ist nicht genau 
geklärt, was die Mikroglia- Aktivierung auslöst. Des Weiteren handelt es sich dabei 
um relativ unspezifische Vorgänge, die nicht die selektive Neurodegeneration 
erklären. Dies führt zu der Vorstellung von Morbus Parkinson als biphasische 
Erkrankung mit einem selektiv die DA- Neurone betreffenden initialen Ereignis als 
Auslöser der Erkrankung, gefolgt von unspezifischen Mechanismen, welche die 
Progression des Krankheitsprozesses ermöglichen (Lee et al., 2004). Ebenso 
erwiesen scheint, dass die Komponenten der extrazellulären Matrix verschiedene 
Schutzfunktionen erfüllen. Nicht geklärt ist, warum die Schutzmechanismen im 
Verlauf des Morbus  Parkinson augenscheinlich versagen.  
 
 
5.5 Veränderungen der extrazellulären Matrix bei Morbus 
Parkinson 
 
Perineuronale Netze waren bei den Parkinsonfällen ebenso wie in den Kontroll-
hirnen nur an den nicht pigmentierten Neuronen der pars lateralis und der pars 
reticulata zu finden, im visuellen Vergleich schienen allerdings weniger 
netzassoziierte Neurone vorhanden zu sein. Dabei schienen die perineuronalen 
Netze zum Teil ihre Kontinuität verloren zu haben und wirkten fragmentiert. Auch 
in der Darstellung der ACs zeigte sich eine scheinbar verminderte Immunreaktion. 
Hier stellt sich die Frage, ob nur die extrazelluläre Matrix betroffen ist oder ob die 
geringere Anzahl der PNs und ACs auch auf den Zelltod der Matrix- bildenden 
Neurone bzw. die verringerte Zahl der von den ACs kontaktierten Neurone 
zurückzuführen ist. Aufschluss darüber könnte die Verteilung der GABAA-
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Rezeptor- Untereinheiten in der Substantia nigra geben. Die postsynaptisch 
lokalisierten γ- Aminobuttersäure A- Rezeptoren stellen inhibitorische Kompo-
nenten des zentralen Nervensystems dar. Sie setzen sich aus verschiedenen 
Untereinheiten zusammen, die als α₁-, α₂-, α₃-, β₂,₃- und γ₂- Untereinheiten 
bezeichnet werden und sind heterogen in der SN verteilt. So weisen die 
pigmentierten Neurone der SNc hauptsächlich α₃- und γ₂- Untereinheiten auf, 
während die Zellkörper und Dendriten der GABAergen Projektionsneurone der 
SNr netzartig von α₁-, α₃-, β₂,₃- und γ₂- Untereinheiten der GABAA- Rezeptoren 
umgeben sind. Einige wenige pigmentierte Neurone der SNc exprimieren 
zusätzlich α₁- und β₂,₃- Untereinheiten (Waldvogel et al., 2008). In ersten eigenen 
Versuchen an Parkinson- geschädigten Gehirnen konnten GABAA- Rezeptor- 
Untereinheiten (Typ β₂,₃) in den Bereichen der Substantia nigra detektiert werden, 
in denen an Kontrollhirnen netztragende Neurone nachgewiesen wurden. Dies 
lässt erneut darauf schließen, dass es zunächst zu einer Schädigung der extra-
zellulären Matrix kommt, die Neurone aber vorerst noch erhalten bleiben und erst 
im weiteren Krankheitsverlauf von den degenerativen Prozessen betroffen sind. 
Um diese Vermutung zu bestätigen, müssten in der Zukunft aber noch 
weiterführende Versuche zum Nachweis der GABAA- Rezeptor- Untereinheiten an 
Parkinson- Fällen durchgeführt werden. 
Unklar ist dabei auch weiterhin welche Mechanismen bei der Zerstörung der EZM 
eine Rolle spielen. Anscheinend sind auch die einzelnen Komponenten der extra-
zellulären Matrix unterschiedlich empfindlich gegenüber schädigenden Vorgängen. 
In Versuchen mit enzymatischem Verdau perineuronaler Netze mit Chondroitin-
ase ABC zeigte sich, dass es zu einem Verlust der WFA- (N- acetylgalactosamin) 
Bindungsstellen kam, während die CSPG- Immunreaktivität unverändert erschien 
(Köppe et al., 1997). Gleichzeitig konnten perineuronale Netze mit den Antikörpern 
anti- Proteoglykan- ΔDi-0S/- 4S/- 6S erst nach dieser enzymatischen Vorbehand-
lung dargestellt werden. Diese stellen die unterschiedlich sulfatierten Chondroitin-
sulfat- Seitenketten- Reste dar, die am Kernprotein verbleiben (Köppe et al., 
1997). Demnach scheint das Kernprotein weniger empfindlich als die N- Acetyl-
galaktosamin- enthaltenden Anteile. Ähnliche Ergebnisse wurden von Brückner 
und Mitarbeitern beschrieben, mit dem Zusatz dass einige Monate nach der 
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enzymatischen Zerstörung eine vollständige Rekonstruktion der perineuronalen 
Netze möglich ist (Brückner et al., 1998). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte 
bei den Kontrollhirnen eine Immunreaktivität für anti- Proteoglykan- Di-0S erst 
nach Verdau mit Chondroitinase ABC erreicht werden. An den Parkinson- Fällen 
zeigte sich jedoch kaum noch eine Immunreaktivität für anti- Proteoglykan- Di-0S, 
nur ganz vereinzelt wurden intakte perineuronale Netze dargestellt, größtenteils 
war nur eine fragmentartige Darstellung möglich. Dagegen war die 
Immunreaktivität für anti- CRTL- 1 und anti- HAG weniger betroffen. Es konnten 
überwiegend klare perineuronale Netze, wenn auch in verminderter Zahl 
dargestellt werden. Somit scheint es beim Morbus Parkinson zunächst zu einer 
Zerstörung der Chondroitinsulfat- Seitenketten zu kommen, während auch hier 
das Kernprotein weniger sensibel erscheint. In weiteren Versuchen müsste nun 
überprüft werden, ob dieser Vorgang selektiv nur die nicht sulfatierten Seiten-
ketten betrifft oder auch die in Position 4- und Position 6- sulfatierten Seitenketten. 
Nach Verletzungen des ZNS konnte ein verändertes Sulfatierungsmuster der 
Chondroitinsulfat- Seitenketten festgestellt werden (Galtrey und Fawcett, 2007), 
was ebenfalls Ursache der verminderten Immunreaktität für anti- Proteoglykan- Di-
0S sein könnte.  
 
Insgesamt erlauben die gewonnenen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eine 
detailliertere strukturelle Gliederung der Substantia nigra aufgrund der Zuordnung 
der extrazellulären Matrix zu bereits bekannten Organisationsprinzipien, die 
entweder auf der Verteilung der dopaminergen Neurone oder dem Nachweis von 
Calbindin D₂₈K beruhen. Um diese strukturelle Gliederung zu vervollständigen 
sind, wie bereits zuvor beschrieben, weitere Untersuchungen zur Verteilung der 
GABAA- Rezeptor- Untereinheiten notwendig. Des Weiteren wäre es nötig die 
Zusammensetzung der EZM in den einzelnen Kompartimenten genauer zu 
untersuchen. Neueste Studien deuten zum Beispiel darauf hin, dass sich die 
Zusammensetzungen prä- und postsynaptisch lokalisierter EZM voneinander 
unterscheiden (Frischknecht et al., 2009). 
Die extrazelluläre Matrix weist eine erhöhte Dichte um im Dopaminstoffwechsel 
besonders aktive Neurone, mit hohem Melanin- Gehalt und großem Zellkörper, 
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auf. Diese sind gegenüber neurodegenerativen Vorgängen weniger empfindlich. 
Aufgrund dieser Ergebnisse wird die Annahme verstärkt, dass der extrazellulären 
Matrix eine große Bedeutung als Schutzsystem vor schädigenden Einflüssen 
zuzuschreiben ist. 
 
5.6 Methodische Betrachtungen 
 
Als Hauptgrund für Schwierigkeiten hinsichtlich der Vergleichbarkeit der Fälle 
untereinander ist vor allem die unterschiedliche Einbettung des Hirnmaterials zu 
nennen. So handelte es sich bei den Kontrollhirnen um Gefrierschnitte, während 
die Gehirne mit diagnostiziertem Morbus Parkinson in Paraffin eingebettet waren. 
Daraus ergeben sich zum einen unterschiedliche Schichtdicken der untersuchten 
Schnitte mit entsprechend eingeschränkter Vergleichbarkeit. Des Weiteren 
resultieren daraus auch Schwierigkeiten in der Anwendung der verschiedenen 
Antikörper. So war eine eindeutige Darstellung des Calbindin- positiven Neuropils 
der Substantia nigra mit der entsprechenden Einteilung in nigrale Matrix und 
Nigrosomen an den Paraffinschnitten nicht möglich. Die Schichtdicke der 
Paraffinschnitte ist mit 5-7μm für solche anatomisch- strukturellen Untersuchun-
gen einfach als zu gering einzustufen. Umgekehrt war eine Darstellung der 
Komponenten der extrazellulären Matrix mit Hilfe von anti- Proteoglykan- ΔDi-0S 
(1B5) nur am Paraffin- eingebetteten Material möglich. Zusätzlich wird die Ver-
gleichbarkeit des untersuchten Materials durch die unterschiedlichen Schnittwinkel 
der Gehirnblöcke erschwert. Während es sich bei den verwendeten Kontrollhirnen 
überwiegend um Frontalschnitte handelt (außer Hirn 4), sind die Parkinsonfälle in 
der Transversalebene geschnitten worden. 
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6 Zusammenfassung 
 
Der Morbus Parkinson ist durch den selektiven Zelltod der dopaminergen Neurone 
der Substantia nigra pars compacta gekennzeichnet. Hierbei sind die verschie-
denen Populationen pigmentierter Neurone innerhalb der SNc unterschiedlich 
stark betroffen. Die Ursachen für diese unterschiedliche Vulnerabilität der Neurone 
sind noch nicht bekannt. Möglicherweise besteht aber ein Zusammenhang mit der 
Verteilung der extrazellulären Matrix innerhalb der Substantia nigra. Für die 
Untersuchung wurden immunhistochemische Methoden an Hirnschnittserien von 
menschlichen Kontrollgehirnen angewandt. Zur Darstellung von Komponenten der 
extrazellulären Matrix wurden drei verschiedene Antikörper genutzt. Dazu gehörte 
anti- CRTL-1, welcher das Link- Protein 1 detektiert, das die Verbindung vom 
Aggrecan- Kernprotein zur Hyaluronsäure stabilisiert. Des Weiteren wurde ein 
Aggrecan- Antikörper (Klon HAG7D4) genutzt, welcher an das Kern- Protein 
menschlichen Aggrecans bindet. Außerdem wurde anti- Proteoglykan- ΔDi-0S 
(Klon 1B5) genutzt. Dieser Antikörper detektiert die Reste der Chondroitinsulfat- 
Seitenketten verschiedener Proteoglykane, die nach Verdau mit 
Chondroitinase ABC übrig bleiben. Zur räumlichen Orientierung und strukturellen 
Gliederung der Substantia nigra nach der von Damier et al. (1999) beschriebenen 
Calbindin- Methode, auf deren Grundlage die SNc in eine Calbindin- reiche Matrix 
und Calbindin- arme Bereiche, die sogenannten Nigrosomen, gegliedert wird, 
wurden benachbarte Hirnschnitte mit anti- Calbindin D₂₈K markiert. Es zeigte sich, 
dass extrazelluläre Matrix in Form von perineuronalen Netzen nur an den nicht 
pigmentierten Neuronen der SNr und SNl vorkommt, während die pigmentierten 
Neurone der SNc keine perineuronalen Netze besitzen, aber von einer Vielzahl 
von ACs kontaktiert werden. Deren Dichte war an großen, stark Melanin- haltigen 
Neuronen am höchsten, sodass in der dorsalen Schicht der SNc, also in 
Nigrosom 3 und Nigrosom 4, ein höheres Vorkommen extrazellulärer Matrix 
detektiert werden konnte. Im ventralen Anteil der SNc war entsprechend der 
unterschiedlichen Zellgrößen, insbesondere in Nigrosom 1, eine heterogene 
Verteilung der extrazellulären Matrix festzustellen. Zur Untersuchung über 
mögliche Veränderungen der extrazellulären Matrix im Verlauf des Morbus 
- 72 - 
Parkinson wurden Hirnschnitte menschlicher Gehirne mit diagnostiziertem Morbus 
Parkinson ebenfalls mit den drei Antikörpern zur Darstellung der extrazellulären 
Matrix markiert. Dabei zeigte sich, dass insgesamt die Stärke der Markierung der 
drei detektierten Komponenten spezialisierter EZM verringert scheint. Eine 
Darstellung der perineuronalen Netze mit anti- Proteoglykan- Di-0S (Klon 1B5) war 
nicht mehr möglich. Wie bereits in früheren Studien verschiedener Autoren 
festgestellt, waren die stärksten Auswirkungen der neurodegenerativen Prozesse 
im ventralen Anteil der SNc, vor allem in Nigrosom 1, auszumachen, während die 
Neurone in Nigrosom 3 und Nigrosom 4 im dorsalen Anteil weniger vulnerabel 
erscheinen. Diese Ergebnisse verstärken die Annahme, dass die extrazelluläre 
Matrix eine protektive Funktion für bestimmte Neuronengruppen besitzt. Bei der 
Parkinsonschen Erkrankung wird möglicherweise zuerst dieses Schutzsystem 
zerstört bevor es zum progressiven Neuronenverlust kommt. Die Ursachen dafür 
bleiben weiterhin ungeklärt. 
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8 Anhang 
8.1  Ergänzendes Bildmaterial 
Abb.19 Dreidimensionale Darstellung der Substantia nigra und angrenzender Strukturen- blau= Nucleus 
             ruber, rot= Calbindin- positive Bereiche der Substantia nigra, grün= CRTL-1 positive Strukturen der 
             SN ( extrazelluläre Matrix)
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Abb.20 Dreidimensionale Darstellung der Substantia nigra und angrenzender Strukturen- blau= Nucleus 
             ruber, rot= Calbindin- positive Bereiche der Substantia nigra, grün= CRTL-1 positive Strukturen der 
             SN ( extrazelluläre Matrix)
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Abb.21 Dreidimensionale Darstellung der Substantia nigra und angrenzender Strukturen mit erweitertem 
             Abstand zwischen den einzelnen Bildebenen- blau= Nucleus ruber, rot= Calbindin- positive Bereiche
             der Substantia nigra, grün= CRTL-1 positive Strukturen der SN ( extrazelluläre Matrix)
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